Participación de la metalotioneina en el estado de anemia ferropénica de la rata by Ingelmo Setien, Maria del Carmen
TESIS DOCTORAL
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
 PRESENTADA POR 
 Maria del Carmen Ingelmo Setien
Madrid, 2015
© Maria del Carmen Ingelmo Setien, 1990
Participación de la metalotioneina en el estado de anemia 
ferropénica de la rata 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
Facultad de Farmacia 
Departamento de Bloquimica y Biologie Molecular
5 3 0 9 8 8 3 9 2 1
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
PARTICIPACION DE LA METALOTIONEINA 
EN EL ESTADO DE ANEMIA FERROPENICA DE 
LA RATA
Maria del Carmen Ingelmo Setien 
Madrid, 1990
Colecciôn Tests Doctorales. N.= 34/90
[3 A H  4 é ^
© Maria de! Carmen Ingelmo Setien
Edita e imprime la Editorial de la Universidad 
Complutense de Madrid. Servicio de Reprografia 
Escuela de Estomatologia. Ciudad Universitaria 
Madrid, 1990 
Ricoh 3700
Depôsito Legal: M-1179-1990
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE FARMACIA 
DEPARTWENTO DE BIOQUIMICA Y BI0LO6IA MOLECULAR
PARTICIPACION DE LA MET/^OTIOICINA EN EL ESTADO 
DE AICMIA FERROPENICA DE LA RATA
TESIS PRESENTADA PARA LA OBTENCION 
DEL TITULO DE DOCTOR EN FARMACIA 
POR LA
l d a ;MAR1A DEL CARMEN INGELMO SETIEN
MADRID 1.989

Mi agradeci iTà ento al Dr. Manuel Beni to de las Heras 
Director del Departamento de Bioquimica y BiolPgia 
Molecular II de la Facultad de Farntacia de la 
Universidad Complutense de Madrid , por haberme 
acogido en el Departamento y haber promovi do y 
facilitado el desarroilo de la labor cientifica .
A1 Dr. Bartolomé Fi bas Ozonas , Director de 
este trabajo por su apoyo incondicional , su amastad 
y consejos .
■h’ago e>rtensivo ;ru agradeci miento a todos 1 os 
ir.iembrcs del equipo por sus sugerencias y 
colaboracic.n y a todo el departamento de Bioquimsca 
y Biolôgia Molecular .



TEUr. E4S •< ••
U N iv c m iD A O  e o M P u r r « M « E  o c  m a o k ib  
r A C U I . . T A O  O K  F A H M A C I A
B K A A IITA M C M T e OB O tO O U IM IC A  V  
#«O LO O IA  M OLBCULAO
Bartoiom* Ribas teonas , Xnvsstigador Ciontlfico del 
C. S.I.e. . adscrlto al Institute d# Bioquimica 
C Gsntro Mixto C. S.I.C. - U.C.M. 3 d# la Facultad d# 
Farmacia dm la Universidad Complutense de Madrid .
CERHF1CA : La tesis presentada per la Licenciada en 
Farmacia Maria del CarBien Ingelmo SetiSn . para 
optar al grado de Doctor en Farmacia , con titulo 
“ Incidencia de la Metalotioneina en el
estado de Aneatia Ferropdnica de rata ", ha si do 
realizada bajo mi direccidn en el Departaawnto dm 
Bioquimica y Biolôgia Molecular de la Facultad 
de Farmacia de la Universidad 
Complutense de Madrid .
Y para que conste . y surta los efectos oportunos . 
firme la présente en Madrid a 20 de Julio de 1.080
Fdo.: Bartolomd Ribas Ozonas 
Investi qador Ci entifico del C.S. I. C.
y
B" Director del Departamento 
Fdo.: Manuel Benito de las Heras

ABREVIATURAS
Mt : METALOTIONEINA
HPLC : CRM4AT0GRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
Fe : HIERRO
Cd: CADMIO
Cu: COBRE
Zn: ZINC
DTE: 1,4-DITIOERITRITOL
DTNB: ACIDO 5,5'-DITIOBIS-2-NITROEENZOICO 
THIS: AKINOKETILIDINTRIMETANOL

I N D I C E
INDICE
PAGINA
I.-INTRODUCCIO N.....................................  1
II.-PARTE TEORICA...................................  5
1.-EVOLUCION HISTORICA........................... 6
2.-MET0D0S DE DETECCION.......................... 9
3.-CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL HIERRO............ 10
3.1.-MICELA DE ALMACENAMIENTO DE HIERRO........ 12
3.2.-NIVELES DE FERRITINA EN INDIVIDUOS
NORMALES SEGUN LA EDAD Y SEXO............  16
4.-DISTRIBUCI0N INTERNA DEL HIERRO................  18
5.-0RIGEN Y DESTINO DEL HIERRO PLASMATICO.......... 19
6.-METAB0LISM0 HEPATICO DEL HIERRO................  21
6.1.-CAPTACI0N DEL HIERRO POR EL HEPATOCITO..... 21
6.2.-LIBERACI0N DEL HIERRO POR EL HEPATOCITO  23
7.-ABS0RCI0N Y EXCRECION DEL HIERRO...............  24
7.1.-ABS0RCI0 N................................  24
8.-METAB0LISM0 DEL HIERRO EN DUODENO..............  26
8.1.-REGULACI0N DE LA ABSORCION INTESTINAL
DEL HIERRO...............................  26
9.-FUNCI0N BIOLOGICA DE LA METALOTIONEINA.........  29
10.- COMPLEJOS DE HIERRO "IN VITRO"...............  31
10.1.-COMPLEJOS DE HIERRO "IN VIVO"......   35
11.- METABOLISMO DEL HIERRO EN COMPLEJOS DE
BAJO PESO MOLECULAR.......................... 38
11.1.-HIERRO DE BAJO PESO MOLECULAR EN
LIQUIDOS BIOLOGICOS....................  38
11.2.-COMPLEJOS DE BAJO PESO MOLECULAR EN 
TRANSPORTE DE MEMBRANA ................  39
11.3.-INTERACCI0N ENTRE TRANSFERRINA ,
FERRITINA Y COMPLEJOS DE BAJO
PESO MOLECULAR......................... 41
II
PAGINA
12.-FACT0RES QUE REGULAN EL METABOLISMO
DEL HIERRO...................................  42
13.-M0DEL0S EN PLASMA DE CALCULO SIMILAR AL
HIERRO DE BAJO PESO MOLECULAR ................  45
14.-DESIGNACI0N DE AGENTES QUELANTES PARA 
TRATAMIENTO DE SOBRECARGA DE HIERRO...........  46
15.-METAL0TICMŒINA ............................... 47
15.1.-N0MENCLATURA ........................... 48
15.2.-ESTRUCTURA Y UNION A METALES PESADOS  48
15.3.-P0SIBLES FUNCIONES EN EUCARIOTES......... 50
15.4.-EXISTENCIA DE LUGARES DE UNION A HIERRO... 50
15.5.-ABSORCION ELECTRONICA...................  51
15.6.-DICR0ISM0 MAGNETICO CIRCULAR ...........  51
15.7.-BI0SINTESIS DE LA METALOTIONEINA Y
SU REGULACION........................... 52
15.8.-DEGRADACI0N Y EXCRECION DE 
METALOTIONEINA.......................... 53
III.-MATERIAL Y METODOS .............................. 56
l.-INDUCCION DE ANEMIA FERROPENICA EN RATAS....... 57
1.1.-ANIMALE S................................  57
1.2.-ALIMENTACI0 N............................. 57
1.3.-PREPARACI0N Y COMPOSICION DE LA
DIETA DEFICIENTE EN HIERRO...............  58
1.4.-EXTRACCI0NE S............................. 59
1.4.-ESTANDARIZACION DEL TRASTORNO ANEMICO  60
1.5.1.-HEMAT0CRIT 0............................ 60
1.5.2.-HEMOGLOBIN A............................ 61
1.5.2.1.-FUNDAMENT 0....................  61
1.5.2.2.-REACTIV0 DE TRABAJO...........  61
1.5.2.3.-TECNIC A....................... 62
1.5.3. -DETERMINACION DE HIERRO EN SUERO........ 63
1.5.3.1.-FUNDAMENT 0....................  63
1.5.3.2.-TECNIC A.......................  63
1.5.4.-DETERMINACION DE LA CAPACIDAD TOTAL
Y LIBRE DE FIJACION DE HIERRO EN SUERO... 66
III
PAGINA
1.5.4.1.-FUNDAMENT 0.....................  66
1.5.4.2.-TECNIC A........................  66
2.-CONTROL DEL CRECIMIENTO , DIETA Y AGUA DE
BEBIDA DE LOS ANIMALES ANEMICOS Y CONTROL  69
3.-ELECCI0N DE LA DOSI OPTIMA DE CADMIO PARA 
INDUCCION DE METALOTIONEINA EN CEREBRO,
MUCOSA INTESTINAL Y MEDULA OSEA..............  70
3.1.-GRUP0 DE ANIMALES Y VIAS DE 
ADMINISTRACION.......................... 70
3.2. -DETERMINACIONES......................... 72
3.2.1.-DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES. 72
3.2.1.1.-METODO DE LOWRY MODIFICADO
POR HARTREE....................  72
3.2.1.2.-FUNDAMENT 0............  72
3.2.1.3.-TECNIC A...............  73
3.2.2.-DETERMINACION DE CADMIO POR
ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION
ATOMICA.......................... 75
3.2.2.1.-DETERMINACION DE HIERRO 
POR ESPECTROSCOPIA DE 
ABSORCION ATOMICA....... 76
3.2.2.2.-DETERMINACION DE ZINC 
POR ESPECTROSCOPIA DE 
ABSORCION ATOMICA........ 77
3.2.2.3.-DETERMINACION DE COBRE 
POR ESPECTROSCOPIA DE 
ABSORCION ATOMICA........ 78
3.2.3.-DETERMINACION DE METALOTIONEINA 
POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION 
ATOMICA........................... 79
3.2. 3.1. -FUNDAMENTO...............  79
3.2.3.2.-TECNIC A..................  80
3.2.4.-DETERMINACION DE RADIACTIVIDAD
GAMMA............................. 81
IV
PAGINA
4.-PURIFICACI0N DE LA METALOTIONEINA EN 
CEREBRO , MUCOSA INTESTINAL Y MEDULA 
OSEA EN RATAS SONETIDAS A DISTINTOS 
TRATAMIENTOS................................  81
4.1.-GRUP0 DE ANIMALES Y TRATAMIENTO.........  82
4.2.-OBTENCION DEL EXTRACTO CELULAR..........  82
5.-FILTRACI0N MOLECULAR EN COLUMNA DE SEPHADEX
G-50, EN CAMARA FRIGORIFICA A 4 » C..........  83
5.1. -DETERMINACIONES......................... 85
5.1.1.-DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES 
POR EL METODO DE LOWRY MODIFICADO
POR HARTREE...................... 85
5.1.2.-DETERMINACION DE Zn ,Cd Y Fe POR 
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION 
ATC»1ICA.......................... 86
5.1.3.-DETERMINACION DE GRUPOS DISÜLFURO
POR ZAHLER Y CLELAND.............  86
5.1.3.1.-FUNDAMENT O..............  86
5.1.3.2.-TECNIC A.................  87
5.1.4.-DETERMINACION DE METAALOTIONEINA 
POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION 
ATOMICA.......................... 88
6.-SEPARACI0N DE ISOMETALOTIONEINAS POR 
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRES ION........  89
6.1.-FUNDAMENT O.............................  89
7.-ESTUDI0 ESTADISTICO.......................... 93
IV.-RESULT ADOS........................................  95
1.-CONTROL DEL ESTADO ANEMICO...................... 96
2.-CONTROL DEL PESO , ALIMENTACION Y BEBIDA......... 104
3.-ELECCI0N DE LA DOSIS DE CADMIO..................  112
3.1-TRATAMIENTO CON HIERRO RADIACTIVO...........  113
4.-PURIFICACI0N DE LA METALOTIONEINA EN RATAS 
CONTROLES Y ANEMICAS SOMETIDAS A TRATAMIENTO
CON METALES....................................  124
PAGINA
V.-DISCUSIO N..................................  178
VI.-RESUMEN Y CONCLUSIONES.....................  196
VII.-BIBLIOGRAFI A.............................. 199
VI
I  . INTR(X>UCCION
I. INTRCXXiCClCM :
La partiel paclân del Cerebro en la HomeostÂsis del 
Hierro, permanece todavia desconocida, aunque se sospecha existe 
algCin mecanismo involucrado. como puede ser . la parti ci pacibn de 
Transferrina y Ferritina , proteinas necesarias en todo proceso 
metabblico del mismo.
Tanto la horaeostdsis , como la absorcibn del Hierro en 
mamiferos . se ha cimentado en el proceso de absorcibn a nivel 
gastrointestinal C 8C 3
Se ha postulado sobre la Ferritina , proteina 
acumulativa, esencial en el mantenimiento de los depbsitos
orgAnicos del hierro , como equilibrante entre Ferritina y
Transferrina en células de Mucosa Intestinal C 124 , 9 3
Investigaciones reelentes , conducen a nuevos parAmetros 
fisiolbgicos influyentes en la regulacibn HomeostAtica del citado 
elemento , respecto de nuevas proteinas . pudiendo ser rel act onado 
con la actividad catabblica de la Metalotioneina , como quelato 
biolbgico . secuestrando y relacionando Zn y Cu.
Se considéra al Cd . metal pesado inductor de anemia en
ratas C 151 . 40 3 asi como en humanos C 40bis 3 , induce transferriia
plasmAtica en animales con anemia ferropAnica C 66 3 careciendo
de parti ci paci bn en la sintesis de Hemoglobina C 7bis 3
La indue ci bn de la anemia en el animal de
exper i mentaci bn . ha dado como resultado , la detecci bn de
Metalotioneina en Mucosa Intestinal C 2 . 4 3 y posiblemente en 
cerebro . Es por 1o que se plantea . la situacibn que esta proteina 
pudiera tener un papel importante en la Homeostasis Férrica .
El efecto del Cd se verifies obstruyendo la absorcibn 
del Hierro a nivel Intestinal C 137 3. La competitividad entre Cd 
y Fe en absorcibn Intestinal . podria ver i f i car se medi ante 
inhibicibn de la Métal oti onei na . bloqueada por el Cd , quedando de 
este modo . la citada proteina al margen de la absorcibn del 
hierro.
La Métalotioneina , pudiera ser un factor importante a 
considerar . en la eiqal i caci on de la Eti opat ogAni a de numéros os 
sindrbmes neurolbgicos , cuya etiolbgia actualmente permanece en 
suspense C 57 , 58 3
La absorcibn de métales pesados . esta aumentada en el 
proceso de anemia ferropAnica C 54 , 46 3 aportando la
intervendbn de la Métalotioneina en el metabolismo y homeostasis 
del hierro.
Segun Vallee , C 143 3 la detecci bn , ai si ami ento
car acter i zaci bn de la Métalotioneina . estAn estrechamente 
relacionados con la i nvesti gaci bn de la funcibn biolbgica del Cd 
en seres vivos.
En 1.957 la Métalotioneina . fue descubierta como 
proteina de Zn y Cd .e n  riRbn de cabal1o C Margoshes , Vallee .
1.960 3
Posterior mente fuerbn descubi ertas . si Titi lares mol ecul as 
en especies Eucariotas . asi como en distintas membranas y cAlulas
La Métalotioneina existe en varias isoformas
adjudicandosele varias acciones , aunque todavia no est An 
establecidas.
Su «structura esta dlseKada para unirse a métales 
pesados . de forma cooperative . adopt ando conf or madones .
dependiendo de la uniôn a dif«rentes métales.
Este trabajo pr«tende medi ante la induccibn de 
Metalotioneina en tej i dos , mediante administraciôn de Cd y otros 
el ementos C 32, 100. 107, 11 3 detectar la posible parti ci pacibn 
de la Métaloti onei na a nivel de Cerebro , Mucosa Intestinal y 
Médula Osea , en situaciones en las que sabemos estan incrementados 
sus niveles en otras partes del organisme.
Por ello , basAndonos en que la absorcibn del hierro , es 
un problema regulado f i si olbgi camente para mantener el balance 
ideal , en el organisme , en cada momento . Por ejemplo en situaciores
de deficiencia ferropAnica , como es el caso de existir una anemia
hipocrbmica . La absorcibn de hierro esta i ncrementada..
Esta situacibn la consideramos ideal , para la realizacibn de 
nuestro trabajo , ya que estariAn aumentados todos los 
procèsos de metaboli zaci bn del hierro y nos permitiria detectar 
la existencia de Métalotioneina , mediante la presencia de Cd y 
Zn .
II. PARTE TEWICA :
II.- PARTE TEORICA :
l.EVOLUCION HISTORICA :
El lArmino Métal oti onei na C Mt 3 . se ha utilizado para
designar a una proteina rica en grupos SH con Cd . Zn . Cu . 
procedente de la corteza renal de caballo . C 1.960 segün KAgi 
y Vallee 3
En 1.974 Kagi y cols. . asi como en 1.976 Kojima y cols, 
manifestarôn las caracteristicas de esta proteina , taies como :
Alto contenido en métales 
Composiciôn aminoacidica caracteristica 
Elevado contenido en Cisteina , carente de 
aminoAcidos aromàticos e histidina.
Propiedades Opticas peculiares de los grupos 
mercAptidos . C métal - tiolatos 3 
Unica secuencia de aminoAcidos , f i j ando la 
distribuciOn de los grupos SH de la Cisteina.
La nomenclatura utilizada para las distintas 
Métalotioneinas y sus derivados . ha sido confusa durante bastante 
tiempo .
Actualmente basandonos en la composiciôn y «structura de 
estas proteinas , en el pleno de la " I  REUNION INI LkN ACI ONAL " 
sobre Métalotioneina y otras proteinas de bajo peso molecular , 
capaces de ligar métales .
C*lebr&do en ZURICH en 1.078 . adoptando las
recomendaciones sigulentes :
- Cl téroiino Metal oti onel na C 1.000 3 segün K&gl y 
Val lee , se utilizardi para todas aquellas 
proteinas que se a Jus ten a la défini cl 6n dada 
anter i or mente.
- El t*rmino " TIONEINA " se emplea para especificar 
la apoproteina de la Metadotioneina.
La palabra “APOMETALOTIONEINA" podra utilizarse 
para especificar la apoproteina.
- Cuando la Metalotione!na contenga mAs de un 
metal . por ejemplo 5.3 Atomos gramo de 
Cd y 1.7 Atomos gramo de Zn , se designer A
C Cd - 2n 3 - metal oti oneina ; el or den de
enumeraciôn de los metales indicarA su abundancia 
relative.
- Cuando la composicidn en metales se desconozca o 
no revista inter As , se utilizer A el tArmino 
"Metaloti onei na".
La presencia de esta pro tel na , es muy ançilia y 
generalizada . entre los vertebrados , tambiAn se ha encontrado en 
seres humanos , monos . caballos . vacas . ovejas . cerdos , 
per r os , conejos , ratas , ratones . etc C 1.979 .Nordberg y 
Kojima 3
En mamiferos se ref i er en a las proteinas de RifïAn , 
higado e intestinos , aunque se ha seMalado la presencia en otros 
Arganos , taies como C bazo , cerebro . eritrocitos , pAncreas 
fibroblastos 3
Las cantidades de Métalotioneina présentes en les 
diferentes Arganos , de especies diferentes es variable .
Al :IntrdSacirs* su blosintésis por acciôn de algunos 
métales » taies como Zn y Cd , puede aumentar su concentrac1An
hasta 40 veces o «As . C 1.974 . Plotrowskl y cols. Trojanowska 3
.En hlgados de fetos existen elevadas concentraclones de 
Métalotioneina C 1.977 , Bremmer y cols. Weser ; 1.978 , Ryden y
Deutsh ; 1.979 . Webb .3
Hay evidencia de la existencia de Métaloti onei na . en 
algCtn "Fi 1 um" de invertebrados .
R e d  ent emente se ha identificado métal oti oneina . en el 
crustaceo "Scylla Serrata" C 1.979 , Olafson y cols. 3
En 1.975 « Prinz y Weser , purificarAn una proteina con 
Cu . de peso molecular 9.500 daltons, procedente de un cultivo 
de Sacharomices Cerevisiae . incubado en un medio con Cu .
Las proteinas de esta Cu-proteina eran semejantes a las 
Métalotioneina de mamiferos.
Otra proteina de Cu se aislA . de cultivo de Neurospora 
Crassa . C 1.978 , Ammer y cols , 1.979 . Lersch. 3
Siendo el peso molecular de esta proteina , inferior al 
seMalado para las otras métalotioneinas . su secuenc.a aminoAcidica 
mantiene la posiciAn de todos los residuos de Cisteina y de 
algunos de serina similares a los de la métalotioneina .
Los métales pesados que componen la biosfera . en 
proporciones minoritarias son ;
Cd , Hg , Ni , Ag , Au .
Cu y Zn son esenciales nutrientes de las formas vivas , 
formando parte de algunas métaloenzimas . resultando tAxicos en 
cantidades elevadas.
El slgnlficado d* estes elementos , en los organismes se 
desconoce .
La Métalotioneina es una proteina rica en Cisteina . cuya 
molAcula forma parte del metabôlismo intracelular de métales . con 
capacidad de uniAn a otros métales.
2. METWOS DE DETECdCM :
La Métaloti onei na se détecta pr efer entemente :
Espectroscopi a de Absorciôn AtAmi ca 
Marcaje con Isotopos Radiactives.
Por su alto contenido en S , mAtodos como :
Marcaje con S - 35 .
MAtodos de separaciAn
Gel filtracion 
. HPLC
Gel Electroforesis
Métalotioneina en presencia de Zn y Cd produce 2 
isoformas C 15 3
Isoforma I con un peso molecular de 6.200 daltons 
constituida por 60 residues y 12 cisteinas .
Semejant* a la Isoforma II de peso molecular 6.300 
daltons . con 61 residues y 3 cisteinas.
3. CARACTERISTICAS QUIXICAS DEL HIERRO :
El Hierro es une de los metal es mas abundant es de 
la naturaleza . fundamentalmente se encuentra en estado férrico Fe 
C III 3 . sin embargo pose* escasa biodisponibi1idad . originando 
estados f erropAni ces frecuentes en patolôgia , mAs que en 
situaciones de sobrecarga fArrica.
Se absorbe de forma ferrosa . el pH Aci do del 
estômago hace que el hierro fArrico , se transforme en ferroso , 
no obstante este proceso esta li mi tado por las condiciones 
f isiol Agi cas y la dieta.
El Hierro funcional , en estado ferroso Fe C II 3 , 
représenta apr oxi madamente el 75 % del metal total corp>oral >
mayoritariamente en forma de hierro hAmico , como component* del 
grupo Memo C Protoporfirina - Hierro 3
La bi osintAsis del Hemo es muy activa y ef ici ente 
Para reempl azar a la Hemogl obi na de los hematies . se sintetizan 
en MAdula Osea 300 mg de protoporfirina .
La porfi r i nosi ntAsi s hepAtica es cuanti tati vamente 
inferior C lOO mg diaries 3 dado que el turn-over hepAtico de las 
hemopr otei nas es rApido .
10
Entre las hemoproteinas hepAticas C catalasas , 
citocromos raitocondrlaies y microsomales 3 el citocromo P - 450 
supone 2 / 3 de las mismas .
También este hierro funcional est A contenido en 
enzimas no héraicas . bien poseedoras del metal o bien requeridoras 
como cofactor : Enzimas con hierro no-hemico . por ejemplo Prolil 
y Lisil Hidroxilasas . Feni1alani na Hidroxilasa y RibonucleAtido 
Reductasa .
Diversas proteinas conteniendo hierro y azufre , 
localizadas en mi tocondria hepAtica , estan implicadas en la 
cadena de transporte electrônico . como mediadoras .
Otras forman parte intégrante de numerosas 
enzimas . por ejemplo Xantin - Qxidasa .
El hierro de depôsito C férrico 3 . se encuentra 
bajo la forma de Ferritina , o mi nori tari amente , en forma 
degradada de Hemosiderina .
La Ferritina C 51 3 es una molécula hidrosoluble 
de forma esférica . constituida de envoltura protéica 
C Apoferritina 3 de 12 um de diAmetro externo y 450.000 daltons de 
peso molecular .
La cubierta protéica , esta formada px)r 24 
subunidades . de las cuales existen 2 subtipos diferentes respecte 
al peso molecular , contenido de aminoAcidos y reactividad 
i nmunolAgi ca .
La subunidad mAs pesada C H 3 unos 21.000 daltons 
es mas Aci da pr edomi nando en la Ferritina del CorazAn y del 
RifiAn C quiz A tambi én en la ferritina sintetizada por las células 
tumorales 3
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La subunidad mAs llgera C L 3 de Ifi.OOO daltons . 
es mAs alcal1na , prédomina en la Ferritina de Higado y Bazo C asi 
como en estados de sobrecarga f Arrica 3
La parte central de la molécula esférica de 
Ferritina tiene un diAmetro aproximado de 7 um . pudiendo albergar 
de 4.000 a 5.000 Atomos de Hierro C f or mando micelas de fosfato 
férrico hidratado 3 , comunicandose con el exterior a través de
6 canales
3.1 MICELA DE ALMACENAMIENTO DE HIERRO :
La cantidd minima de 7 mg de hierro corporal , se 
encuentra " en transite " . mayoritariamente ligado a la
Transferrina en fluidos extracelulares .
La Transferrina C 1 3 esta implicada en el transporte 
de hierro extracelular e intracelular
Tradicionalmente podemos distinguir très tipos de
Transferrina ;
- Transferrina Sérica Humana
- Ovotransferrina , ai siada en el huevo blanco
- Lactotransferrin , ai siada en diverses
fluidos fisiolAgiCOS . de funciAn aün 
incierta.
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Las Transferri nas C 1 3 son gllcoproteinas . fornadas 
por una ûnica cadena polipéptidlca con una o mAs cadenas latérales 
de Carbohidratos C glicanos 3
La Transferrina Humana C peso molecular de 79.530 
daltons 3 . existiendo dos ramificaciones glicanos doblentente .
Dispone de dos lugares de uniAn al hierro Cférrico3 
Sintetizada principal mente en Higado . con vida media de 8 dias en 
circulaciAn .
La del hierro suele ser de 1 a 2 horas . realizando 
durante su existencia lOO ciclos . de transporte de hierro en 
interacciAn con las cAlulas receptoras .
En individuos normales . la transferrina sérica 
dispone de capacidad suficiente para fijar 330 ug de hierro / dl 
C capacidad total de fiJaciAn o CTF 3 . encontrandose saturada 
1 / 3 de su capacidad .
Su concentraciAn sufre variaciones circadianas y 
dia / dia ; incrementandose en deficiencia de hierro y 
disminuyendo en sobrecarga férrica.
La uniAn del hierro C férrico 3 a transferrina 
requiere la presencia de un aniAn C carbonato o bicarbonate 3 
estabi1izando dicha uniAn al actuar como puente de enlace entre el 
métal y la proteina.
La uniAn del hierro a la transferrina 
es pH dependi ente , siendo mAxima a pH 7 . i ni ci al mente se
disocia a pH 6.5 finalizando su disociaciAn a pH 4.5.
Las constantes de uniAn no son identicas para ambos 
lugares de acoplamiento . sugiriendo una posible preferencia de 
ingreso del hierro a determinados tej i dos . respecte al lugar de 
uni An que ocupa el métal.
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La transferrina diférrica . es mAs eficaz como 
donante de hierro , que la monofArrica .
Se propone un model o interpretative C 160 3 . de
interacciôn transferrina - celuias .
La transferrina con hierro se unira a receptores 
especifiCOS situados en la superficie celular , quedando el 
complejo internalizado en la celula por endocitosis . para llegar 
al comparti mento acidico no lisosomal , donde su pH C menor de
5.5 3 , induce la liberaciôn del hierro de la transferrina ,
permaneciendo ligada a su receptor . escapando a su transferencia 
a los 1isosomas . pudiendo sufrir proteôlisis .
La transferrina libre de hierro , asociada a su 
receptor es reintegrada a la superficie celular . donde el pH
neutro disocia el complejo , encontrandose el receptor dispuesto 
para su nueva actuaciôn . liberando a la transferrina a la 
circulaciôn para ser recargada nuevamente de métal
Se ha comprobado la existencia de dichos receptores
en membranas de celui as eritroides inmaduras , en placenta y 
otros tejidos .
El hecho que la transferrina resuite inaccesible a 
las proteasas . una vez uni da a las células . sugiere la 
producciôn de endocitosis .
La colchicina ocasiona un efecto inhibitorio sobre 
la captaci6n de transferrina , implicando a los microtubulos en 
este proceso .
Parte del hierro plasmAtico se encuentra en el hem y 
en la hemoglobi na circulantes de forma ligada , respectivamente a 
hemopexina y a la haptoglobi na
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Hierro Corporal Total .
- FUNCIONAL C 75 % 3 : HEMICO : Hemogl obi na C 65 % 3
Mioglobina C 0 % 3 
Citocromos C 0.5 % 3
NO HEMICO :Proteinas Fe-S
- DEPOSITO C 25 % 3 : FERRITINA TISULAR
HEMOSICCRINA
- PLASMATICO C 0.5 % 3 : LIGADO A TRANSFERRINA
NO LIGADO A TRANSFERRINA 
FERRITINA SERICA 
HEMO-HEMOPEXINA 
HEMOGLC»I NA-HAPTOa-C»I NA
Existe hierro en la ferritina sérica , y en cantidades 
pequeRas agrupadas en distintas formas , segun el contexto 
Hierro no ligado a Transferrina ", agrupando el métal complejado 
con ascorbato , carbonato . algunos aminoAcidos , carbohidratos . 
algunos Acidos orgAnicos e incluso a la albOmina .
Parece jugar un papel importante . en la hepatosiderosis 
de la hemocromatosi s . las elevadas cantidades de" Hierro no 
ligado a transferrina " . C 18 3
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La ferritina serica cuantificable por las nuevas 
tecnologias , difiere de la tisular por estar glicosilada 
par ci almente y por su exigUo contenido en hierro . C 158 3
Su origen parece ser multicelular . siendo posiblemente 
sus fuentes las células del sisterna mononuclear fagocitico y los 
hepatocitos . C 51 3
Su vida media se ha estimado en 50 horas C 157 3
Se ha confirmado que los niveles de Ferritina Sérica .
tienen correlaciôn con los depôsitos corporales de hierro .
1 ug / 1 de Ferritina sérica représenta 8 a 10 mg de
hierro de depôsito C o 140 ug por kg de peso corporal 3
Su concentraciôn sérica es constante en el transcurso de 
varias semanas . careciendo apenas de var i aci ones nietamerales .
Los valores medios en individuos normales esta en 
funciôn de la edad y del sexo . C 7 3
3.2 NIVELES lÆ FERRITINA EN INDIVIDUOS 
NORMALES SEGUN LA EDAD Y SEXO %
Val or es inf eri ores a 20 ug / 1 en var ones y 10 
ug / 1 en mujeres , indican un deficit de hierro corporal C 78 3 
123 pacientes con patolôgia gastroduodenal con 
ferritina sérica de 20 a 25 ug / 1 , siendo el limite inferior
donde no resultaba patente el hierro en médula ôsea. C 55 3
La circustancia en que la ferritina sérica esta 
di smi nui da , es en deficiencia de hierro , la hi per f er r i t i nemi a no 
résulta indicative real de sobrecarga férrica . C 95 3
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Co m  «s *1 caso d* hepatopatlas activas . per
libsraciôn d# ferritina de los hepatopatis activas . por
liberaciôn de ferritina de los hepatocitos daftados . C 162 3
O por al ter aciôn de los mecAni smos implicados en la 
homeostasis de la ferritina . C 87 3
En procèsos neoplAsicos . particularmente en
hepatopatomas al increraentarse la sintesis de las células 
tumorales C 22 3 y en la inflamaciôn como reactante de fase aguda 
C 77 3
Comparaciôn segün POWELL C 111 3 entre Transferrina 
y Ferritina séricas :
TRANSFERRINA FERRITINA
Peso molecular 
Vida media 
Atomos Fe / molec. 
Lugar de sintésis
Lugar de degradaciôn 
Funciôn
Condortamiento como 
reactante en fase 
aguda
Sintésis en situaciôn 
de hematosi der osi s
80. (300 D.
8 dias 
2
hepatocito
macrôfago
transporte
450 000 D.
50 horas 
4. 000 
hepatocito 
SRE .
mayorla cel. 
hepAtoci to
desconocido
descend!da aumentada
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4. DISTKIBUCION INTERNA :
Podemos englobar los or1genes y destinos del Hierro 
plasmAtico > cuyo conoci mi ento avanza debido a las tAcni cas 
Ferroquinéticas De acuerdo con los resultados obteni dos por 
BOTHWELL y cols. C 13 3
Intercambio entre los Diferentes Compartimentos corporales :
ABSORCION -EXCRECION
TRANSFERRINA EXTRA- 
INTRA-VASCULAR <’
Médula Eritroide !
Sistema Reticulo-
Endotelial <"
Hemati es 
 -Ci rculantes
ejidos
Par enqui matosos <'
Muaculo* Higodo
rial
C DISTRIBUCIC»J C«GANICA DEL HIERRO 3
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5. ORIGEN Y DESHNO DEL HIERRO PLASMAHCO ;
El Sistema Reticulo Endotelial es el portador de 
hierro al plasma . procedente en mayoria de la hemoglobi na y 
minoritariamente de lugares de almacenamiento.
Los tejidos con réserva de hierro . contribuyen en una 
proporcion del 5 % del turn - over del hierro plasmAtico.
La Absorciôn Intestinal oscila entre el 3 y 4 % .
Mas del 80 % del hierro plasmAtico tiene su destino 
final en el eritrôn , incorporandose mayor!tariamente a la 
hemoglobina.
Las células rojas mueren i ntr amedular mente . o son
f agoci tadas por el Si sterna Reticulo Endotelial . o su hemoglobina 
es liberada a plasma donde es captada por Haptoglobina y 
transportada a los HepAtocitos .
Otra ruta cuanti tati vamente significativa , corre a 
cargo de las células parenquimatosas . principalmente los 
HepAtoci tos .
Una exigUa cantidad de hierro abandona el plasma . 
pasando a tejidos extravasculares
El principal mecAnismo de ingreso de hierro 
plasmAtico a los tejidos . esta en funciôn de la interacciôn de la 
Transferrina mono o diférrica , con receptores especificos de 
membrana . cuyo déterminante résulta de la cantidad relativa de 
métal apor tado a un tej i do determinado . C 39 3
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BOTHWELL C 13 D ejenqalariza , como una clnta 
transportadwa man# j ada por la captaci 6n d*l hierro por part# d#l 
eritrôn . de forma que la cantidad de métal proporcionada en cada 
momento p>or lais células donantes . depend# de la cantidad de 
hierro retirada por los precursor## eritroides .
Células
Dominantes
mg./dia
Aceptor
Hueosa 
Intestinal Otras
m m m m
f^ rcusorei
en troides
CâPer.a de transporte del rierrc
CADENA DE TRANSPORTE DEL HIERRO DESDE LAS CELULAS 
DONANTES HAST A LOS PRECURSC«ES ERITROIEÆS
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6. MET ABOLI SMO HEPATICO DEL HIERRO t
El Higado contiene 0.4 g del hierro total corporal. 
Solo 1.5 % de esta cantidad se encuentra en células del Sistema 
Reticulo Endotelial . que reel ben el metal , a partir de la 
destrucciôn de hematies senectos . y en menor proporciôn del
hierro circulante uni do a Transferrina .
Solo una pequeRa cantidad del hierro queda 
almacenado en forma de Hemosiderina C en menor grado de Ferritina 
D , el resto es liberado a la circulaciôn .
Las células del Sistema Reticulo Endotelial no son
capaces de captar hierro a partir de los complej os Hemo -
Hemopexina y Hemoglobina - Haptoglobina C Mb - Haptoglobina 3
6.1.- CAPTACION DEL HIERRO POR EL HEPATOCITO
El Hierro accede al HepAtocito por varios
mecanismos :
aD El hierro ligado a Transferrina . puede unirse a un 
receptor especi fi co de membrana C RI D junto con el que es 
internalizado , evitando su paso por los 11sosomas que degradarian 
la Transferrina
Si la Transferrina plasmAtica se encuentra saturada en 
mas del 30 % , el hierro uni do a Transferrina accede al interior
del HepAtocito . mediante un mecAnismo de pinocitosis i nespeci f i ca 
quedando degradada la Transferrina en los Lisosomas .
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La primera modali dad es saturable y especifica merced a 
la existencia de unos 37.000 a 60.000 receptores en Transferrina 
diférrica. C 150 )
b) Existe un receptor especifico para el complejo 
Hemo-Hemopexi na C R2 D que pénétra en la célula por endoci tosis . 
siendo el Hemo degradado por la Hemo-oxigênasa microsomal , 
retornando intactes Hemopexina y receptor al exterior de la celula
En situaciones de exceso plasmAtico de Hemo C crisis
hemoliticas de una anemia de celuias falciformes ) puede existir 
una degradaciôn significativa de la Hemopexina C 42 D descendiendo 
sus niveles plasmAticos al superarse su sintesis hepAtica ; en las 
citadas circustancias este mecAnismo de captaciôn de hierro por el 
hepatocito alcanza valores significativos
cD El compl ejo Hb-Haptogl obina p»osee un receptor especif ico 
C R3 ) . pudiendo ser degradado en lisosomas liberando Hem y
restos protéiccs . o ser transf eri do a bilis recup>erando su
receptor .
En situaciones de Hemolisis intravascular pudiendo
ocasi onar una degradaciôn de la Haptoglobina con la
correspondi ente di smi nuci ôn de sus niveles plasmAticos .
dD Cada hepatocito de rata dispone de unos 30. 000 receptores 
de membrana para la Ferritina circulante C R4 D C 87 ).
En circustancias Fisilôgicas . la Ferritina sérica
contiens exigtia cantidad de métal
El hierro internalizado a partir de estos mecAni smos 
segOn parece forma parte , de un pool intermedio ligado a
Ferritina , previamente al pool de hierro en trAnsito . denominado 
" Pool quel able de bajo peso molecular ", alrededor del 20 % del
metal hepatocitario .
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Aün no sm ha deter ml nado la composiciôn de este pool 
lAbil , se consideran substancias const!tuyentes actuando como 
quelantes y / o transportadores del hierro férrico o ferroso 
Guanosin trifosfato , Adenosin trifosfato , Adenosin difosfato . 
pirofosfatos . 2.3 di fosfogli cer ato . Acido Ascorbico . Glutatiôn 
Cisteina . Glucosa . Fructosa , Citrato . Lactosa y Riboflavina C 
65 0.
También se ha identificado en células hematopoyéticas , 
enterocitos . leucocitos perifericos y macrofagos alveolares .C50
Parti endo de este pool de bajo peso molecular , el 
hierro se dirigira a depôsi tos C ferritina y hemosiderina 3 o 
util!zado en biosintesis de Hemo-proteinas C citocromos , catalasa 
peroxidasa D asi como otras proteinas que contienen hierro en su 
molécula , C como enzimas no hémicas y proteinas que ademàs 
contienen azufre D
6.2. LIBERACION DE HIERRO POR EL HEPATOCITO
En circustancias normales . la concentraciôn del 
hepAtocito es inferior al 5 % . pudiendo ser incrementado este
porcentaje , en situaciones de demanda de hierro.
Los mecAnlsTnos de liberaciôn hepAtica del metal , segûn 
BAKER C 6 5 , la Apotransferrina es efectiva para movilizar les
depôsitos de hierro de los hepAtoc i t os ai siados , que los 
quel antes exogenos . con lo cual sugiere la liberaciôn del metal 
por mediae!ôn de los receptores de Transferrina .
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El vaclamiento de los depôsitos hepAticos de hierro . 
se i ni ci a a partir del pool quelable de bajo peso molecular 
posteriormente de la Ferritina .
La contr i buci ôn del hepAtocito a la Transferrina 
plasmAtica es doble . recuperandose por un lado esta glicoproteina 
por externalizaciôn , una vez cedido el hierro que portaba ; por 
otra parte los pol1rr i bosomas libres del reticulo endoplasmAti co 
rugoso C R.E.R.D la sintetizan de forma activa .
7. ABSORCION Y EXCRECION Œ  HIERRO
7.1 ABSMtCION %
Una dieta occidental contiene de 10 a 20 mg. de 
hierro C 7 mg / 1.000 cal. ) absorb!endose 1 mg .
La cantidad absorb!da depende de :
aO Dieta
bD Contenido corporal de hierro , existiendo una 
relaciôn inversa entre absorciôn y cantidad de hierro medular . o 
niveles de Ferritina sérica .
c) Eritropôyesis , en los animales .
La composiciôn de la dieta apenas afecta a la absorciôn 
del hierro hémico , para lo cual el organisme humano se encuentra 
bien dotado genéticamente . debido a la existencia de receptores 
especi f icos en membrana luminal del enteroci to .
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El hierro no hémico es absorbido con dificuitad C quiza 
captado por el complejo apotransferrina - receptor D . ejercen un 
efecto inhibitorio sobre su disponibilidad . multitud de ligandos 
taies como : Carbonatos , Oxalatos , Posfatos , Fitatos , Pectina 
salvado y Tanatos del Te indio .
Su absorciôn esté favorecida por la Vitamina C . por su 
poder reductor como por su capacidad de unirse equimolecularmente 
al hi er r o .
El Acido clorhidrico C HCl D gAstrico favorece la
absorciôn del hierro hémico . porque proporciona un pH bajo
evitando la formaciôn de complejos polimericos de hierro.
SKINE C 129 D Con^robô que la absorciôn del hierro No—
Hémico de la dieta se reducia en los tr atami entos con Ci meti di na y
alcali nos .
7.2.EXCRECION
En un varôn adulto , las pérdidas de hierro di ar i as 
ascienden de O. 9 a i mg . Procedente en su mayor i a del tracto 
Gastrointestinal . partiendo de hemorragias minimas procédantes de 
individuos normales C 0.45 mg 3 asi como del metal excretado por 
bilis . o por descamaciôn célular C 0.15 mg D
La eliminaciôn a traves de la piel . oscila entre 0.2 
y O.3 mg , por orina es de 0.1 mg .
25
8. NETABOLISMO DEL HIERRO EM DUOOENO i
Cl metal ea abaorbldo a nival da ^jodano y Yayuno .
Una vaz an al interior del enter oci to . el hierro pasa a for mar 
parte de un pool lAbil de hierro-transfarrina y de alii tiene tres 
puntos de destino :
13 Mitocondria
23 Transferido a la circulaciôn portal 
considerando la fracciôn de hierro absorbido 
con rapidez.
33 Almacenado an forma de Ferritina . Da asta
depôsito pasa al macrofago de la 1Amina propia 
an forma de ferritina o de hierro-transferrina ; 
Asta ûltima séria la responsable de la fracciôn 
de hierro de absorciôn r Api da pasando <**> 
facilidad a la circulaciôn portai 
El hierro retenido en el macrofago es en forma 
de Fer r i ti na-Hencsi der i na ingresando mAs 
1entamante en la circulaciôn portai o 
transferido a las células cal ci formes para su 
excreciôn intestinal .
8.1. REGULACION DE LA ABSORCKM INTESTINAL
DEL HIERRO :
Existen multitud de hipotésis humorales y locales 
para tratar de explicar el mecAnismo control de absorciôn .
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Actual ment* se puede considérer por les ver l e d  ones 
cuent i tet i ves de le Trensferrine de Hue ose . C 123 3
Segun REFSUH Y SCHREINER C 116 3 les célules
cri pti ces intestinales C no ebsortives 3 r e d  ben el hierro 
endôgeno por endocitosis del complejo receptor-transferrine 
tres libérer el hierro , le apotransferrina con su receptor
son externalizedos h e d e  le superficie luminal . une vez alcanzade 
la posiciân absortive de le veilosidad intestinal por el 
enterodto , la apotransferrina se encuentra disponible para 
captar el hierro de la dieta .
En situaciones défi ci ter i as de hierro , la
transferrina plasmAtica se encuentra poco saturada . por lo tanto 
mas moléculas de transferrina endôgena seran endoci tadas para
aportar a la cAlula criptica la cantidad de hierro necesaria ; 
incorporando la citada celui a mayor dotadôn de apotransferrina . 
cuando se encuentre en posici6n absortiva , captara mayor cantidad 
d* hierro en la dieta .
Para RErSUM y SCHREINER C 116 3 . la saturaciôn de 
transferrina plasmAtica détermina . la cuantia de absorciôn 
intestinal de hierro .
Los niveles de ferritina sérica regulan el 
comport ami ento de los macrof agos de la mucosa Intestinal .
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Celui» CBMctforae
Macrof»90
FerritinaF e rr itif  a
Fe-T
Mt.C
EnterocHos
T*R
T*R
Câbla C rlp tica
întercatibio externo del h ierro a nivel del e p ite lio  in testina l
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o.-FimCXOM BX0L06ICA DC LA KCTALOTICMEINA t
ProtcinAS constlLuld&s por azufro y molalos , do
particular int«r*s. on distintos aspoctos bloldgicos.C 68 . 63 .
53 3
Dlchas son las ünicas provistas do Cd . como 
const! tuyonto opcional do la Mot al oti onoi na , asi como Cu y Zn. C 
70 . 71 3
So sospocha intorvionon on ol mocAnismo do
dotoxif icacidn , do notai os TRAZA . tanto osoncialos como no
osonclalos .
Su aspocto Fisioldgico on mamifAros . sogOn paroco . so 
contra on la Homoostasis do Cu y Zn . dado quo facilita 
ostos ionos motalicos . on cases do hoc osi dad para la sintésis 
do componontos célularos Motal-Dopondiontos . como metaloonzima , 
Acidos nucléicos . ostructuras supramolocularos , secuostrandcles 
do forma Qui mica Inocua . en case do excodor do la
concontraci6n Critica Intracelular. C 24 3
La Zn—Motalotioneina puedo transferir Zn a apoenzimas . 
"in vitro**, en condiciones determinadas. C 14 D
El grupo do Wingo . estudio **in vitro**, la reactivacidn 
do apoonzi mas ,utl1i zando Cu-Motalotionoina ,asi como ctras 
Metalotionoinas . Por modiaciôn do Cu-Motalotionoina . so obsorvô 
• transforoncia do Cu a la Anhidrasa Carbônica .
Existon 2 posi blos Mécanismes para la transferencia do 
Cu y Zn , dosdo Metalotioneina a apoonzimas C 47 )
Mecanismo I %
C Cu, Zn D-Mt----->ZnC2+5 libre<------Koioonziiras
<----CuC2+D libre------->
/
/
2Q Apoonzi mas
Mecanismo II t
C Cu, Zn )-------> Hol oenzi mas
Apoenzimas
Los métales pesados . componentes mi nor i tar i os de la Biosfera
son :
Cu . Cd , Zn . Ag , Hg . Au . Ni y Co .
Cu y Zn , son oligoélementos esenciales en las diverses formas
de vida , participando en variadas reacciones EnzimAticas, 
resultando tôxicos , al presentarse en proporciones inadecuadamente 
elevadas. C 2 }
Algunos iànes mencionados . taies como C Cd , Au , Ag . Hg D
se desconoce su funciôn esencial , présentes en cantidades pequeMas
y variables . siendo potentes toxinas.
Los conoci mi entos , sobre la utilizaciôn , de estos 
metales por los seres vivos , son exigüos.
No han sido identificadas , moleculas involucradas en 
el transporte a traves de membrana ; el iôn ligando inicial , 
activa métaloenzimas o contrôla el estado de Valencia .
Actual mente . la ünica molécula con un clarificado 
papel , en el metabolismo intracelular de métales . es la 
Métalotioneina. C S3 D
La capacidad de activaciôn génica , de métales de 
transiciôn y post-transiciôn , para inducir la sintésis de 
Métalotioneina , sugiere parci almente , una respuesta r Api da 
de un eficiente mecAnismo de Retroalimentaciôn Biolôgica , 
super vi sando . la concentr aclôn intracelular de iônes 
metAlicos , qui mi camente reactivos . C 104 . 137 . 28 5
No obstante . la inducciôn de Métalotioneina es eficiente
por :
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. Hwmona* Glucocortlcôldes. C 37 3
. Stress Fisiolôgico. C 00 . 130 D
. Intsrfsrôn. C 45 )
. Endotoxlnas Bacter i anas. C 28 3
. Agentes Al qui1antes. C 20 3
. Interleucina I. C 72 )
Nos inclinan a pensar , que estas proteinas . pueden intervenir 
en procesos Fisiolôgicos , aün desconoci dos .
En 1.081 , Labadie mostro mayor cantidad de Cu-Metalotioneina , 
en cultivos de Fibrobiastos , en la piel de pacientes con enfermedad 
de Menkes , que en culti vos procèdentes de sujetos normales .
Permanece en suspense . si las cantidades de Métalotioneina 
incrementadas son la primera carencia . en la citada enfermedad , o 
en consecuencia son secundarias en el metabolismo anormal , o 
transporte del Cu. C 70 3
Recientemente . se han encontrado , ciertas similitudes 
entre los genes que codifican la Metalotioneina y la Sometostati na . 
C 84 3
De tal modo , se ha deroostrado la flexibilidad . en los 
requlsitos estr uctur ales de la Métalotioneina , como funciôn 
detoxif1cante del Cu , asi como la Métalotioneina procedente 
de Levaduras . con efecto detoxificante en ciertas condiciones .
C 33 3
10.- CCmPLEJOS m : h i e r r o •• in v i t r o •• :
En 1.074 . Spiro y Saltman , postularôn 2 estados de oxidaciôn 
de iônes hierro en soluciôn acuosa :
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F* C H O )  C 20
Fm C H^O C #*3
Compl#jo octaëdrico hidrolizado , polim*rizabl* a valoras 
de pH flsioldgico C 7 3
Cuando las mol*culas de agua son reemplazadas por otros ligandos . 
se originan complejos astables .
Los complejos de FeCIII3 alojan ligandos tales como , oxigeno .
citratos > fosfatos , fenoles o carbohldratos .
A su vez el FeCII3 selecciona . nitrogeno o nitrogeno con oxigeno .
El potencial necesario para reducir el FeCIII3 a FeCII3 en 
1i qui dos bioldgicos y plasma . varia desde 770 mv a 360 , 
dependi endo de los iônes metAli cos .
Favoreciendo la lipofilia los metales prâximos y la estereoquimica 
de grupos coordinados . transformandose en macromol6culas . 
ocasionando variaciones de potencial Redox superiores a 1 voltio .
Son astables en condiciones Acidas ; la p6rdida de protones 
de las mol6culas coordinadas de agua . limita los Atomos de oxigeno
intercambiados por los idnes metAlicos .
FeC1113 comünmente présenta di mer i zaci 6n . originando 
especies taies como :
< C L F e C C « 3 >  y
< C L E F e C O H 3 >
Las polimerizaciones mAs frecuentes surgen entre FeCIII3 
y especies Hidroxido originando estructuras polinucleares 
cerradas .
3&
Dificultades de manlenimlento en solucldn acuosa « de 
complejos férrlcos de bajo peso molécular . ha si do subsanada 
parclalmente por la funcibn de la Ferritina . en especies de 
células reservorio .
Se suprime la Hidroxipolimerizaci6n . cuando los ligandos 
ocupan las posi ci ones de coordinaciôn > con otro iôn Hierro . 
pr esent andose conqalejos mononûcl ear es a pH fisiol6gico .
Dichas especies , estân constituidas por agentes 
quelantes poli dentados . facilitados por microorganismos .
Segûn Perrin , 1.S64 . el aumento total de métal o ligando 
existante , inqpone un limite en la formaciân del complejo . Si 
un con^onente varia . se altera la eficacia de su coordinaciôn 
C con las correspondientes implicaciones sitio-efecto 3
Perrin en 1.070 , un ligando puede ser descrito como , una 
base blanda . si el Atomo donador posee baja electronegati vi dad . 
siendo facilmente oxidado . porque los electrones . procédantes de 
los ôrbitaies de Valencia se cedAn ligeramante .
Una base dura . dona un Atomo de baja polar i zabi1i dad . 
resistente a la cxidaciOn . dotado de elevada 
electr onegati vi dad , provisto de orbitales vacios de alta 
energia .
Similarmante . un i6n metAlico es catalogado como Acide 
blando . cuando la densidad de carga es baja ; de gran tamaMo 
excitando con facilidad otrcs electrones .
Un iôn metAlico es considerado como Acido duro . cuando
esta cargado positivamente ; es pequeMo y no se excita por
otros electrones .
Los mAs estables son los oriçinados por un Acido duro y 
una base blanda . o un Acido blando y una base dura .
La apiicaciôn del concepto HSAB a complejos de hierro . 
racionaliza , algunas propiedades observacas . Donde el 
FeCIII3es duro . FeCII3 en cambio no . Este es debido a , la 
fuerte aTinidad del hierro en su mAs alto estado de
oxidaciôn . con oxigeno como donador .
S3
El mâs elevado estado de oxidaciôn , pued* ser preference en 
acuosos . en contraposiciôn a no acuosos . Un cambio a pH 
superior puede ocasionar , efecto similar.
La estabi1i dad conferida a complejos de FeCIII3 sobre los de 
FeClI3 e iônes metAli cos divalentes de transiciôn , résulta de 
incrementar la carga adicional relativa a ligandos duros .
Los complejos astables de FeCII3 , comparado con un 1 
rango de métales de transiciôn . en la secuencia de Irving- 
-Williams C Mn < Fe < Co < Na < Cu > Zn 3 se encuentra 
1ncreraentada con ligandos blandos .
En general . reemplazamientos de molôculas de agua . 
limita los iônes de Fe . por agentes con^lejantes . previendo 
un equilibrio competitive . Implicitamente . el solvente ocupa 
sitios no coordinados por otros ligandos , pudiendose 
expresar :
+ L > Fe L
Fe L + L-----> F<
Fe L + L > Fe L
* <  ■
Otro equilibrio caracteristico , por una constante de 
estabi li dad (3 ,se refleja . uni endose aci dament e el ligando sobre 
las molôculas de solvente :
< ML >
------------
< M > < L >
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< M L >
< M > < L >
En presencia , d# dos o mas agentes quel antes . se estabi ece 
otro equilibrio competitivo « pudiendo resultar en coeadstencia la 
variedad de complejos . particularmente .especies ternarias . 
envoiviendo 2 especies diferentes de ligandos . Es importante 
resaltar « la call dad del complejo f ormado. esta en f unci 6n de las 
concentraciones absolute y relative .
Otro factor digno de menciôn es el pH • A pH alto . en 
presencia de iônes hi droxi , se favor ece la hidrôlisis del iôn 
metal .
10.1 - CCMPLEJOS DE HIERRO " IN VIVO " :
El papel Bioquimico del Hierro . se ha manifestado en la 
actividad de sus metaloproteinas . Estan involucradas en el 
transporte de oxigeno y almacenaje . con el correspondiente 
intercambio electrônico .
En 1.977 May et al . Estabiecierôn la si guiente clasificaciôn 
de complejos biolôgicos . atendiendo a el peso molecular y 
1abi1idad .
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Inercia y Labi 11 dad de Pr otei nas “In Vivo'* .
Inert» y / o
T»rmodincun.icam»nt»
Labi I y
T»rmodincan.ica>ib»nt»
No - Reversibl» Reversible :
Fe
Hemoglobi na
Mi oglobi na 
C F»mli.n3
Bajo p. Mol. 
Trans— ❖FeC «3 com. — > 
 > < Fe C H*0 3 >
Cu
Ceruioplasmi na Suer o ') CuC *3 <
< C u C H 0 3 > -
C MotaLoti.oni.na3 AlbCtmina
Zn
a macroglobina Suero > ZnC 1x3 <
C Wotaloltonotna3
< Zn C H O 3 > 
2 0 2
Albùmi na
Zn
a inacroglo-
Bajo p. Mol.
Suero — ❖ZnC ii3 com.
buli na
< Motalotionovna )
❖  < Zn C H O 3
2 O
Albùmi na
Las — taloprotsAnas • son comyxlejos lAbiles • d# bajo 
peso mol seul ar . Idnms acuo smtAllcos .
Otro tlpo dm eomplmjos . sm prmsmnta . cuando ml mat al ms 
inmrtm o no rmvmrsiblm , mncontrandosm uni do a la protmina . no 
pudimndosm aovilixar » salvo mn ml case dm producirsm fractura 
mstruetural .
Las ci Ladas » actuan dm rmsmrvorios para ml mmmntos dm 
transici6n . mstablmcimndo un equilibrio en aquellos cosplejos 
de metal lAbil .
Los elementos dm transiciôn . como iônes metalicos 
acuosos . dmben mstar présentes . a concentr aci 6n baja ; por 
razonms ter modi nAmi cas . para podmr intervenir en procesos 
biolôgicos .
Segûn May mt al. en 1. @78 . FeCII3 y MnCII3 . for man 
complejos de bajo peso molecular . disponiendo de la cinôtlca 
adecuada , para atravesar membranas biolôgicas .
Transferrina se une a côlulas de membrana facilitando , 
su entrada en los reticulocitos por endocitosis .
La funciôn de la Ferritina . puede ser cougarada con 
Metalotioneina . por presentar tendenci a a condortarse como 
reservorio ; con otros elementos pesados . a concentr aci ones 
buffer .
En 1.077 , Jacobs postulô , el hierro como ligando dm 
proteinas . de bajo peso molecular . Involucrado en el 
transporte de mmmbrana a mitocondria , para la sintAsis y 
almacenaje dm Metalopr otei na .
Pudi endo actuar como inter raediario , ligando macr omol ecul as 
especificas .
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Segun Jacobs en 1.977 . existe un equilibrio desplazado . 
entre la fracciôn de bajo peso molecular y C a 3 Transferrina 
o agentes quelando côlulas superficiales .
Lipschitz et al. En 1.071 , y C b 3 Ferritina dentro de 
côlulas . Esto probablemente se debe . a equilibrio redox . entn 
compuestos de FeCII3 y FeCIII3 . en respuesta a cambios de 
potencial en el medio .
11.-METABOLISMO DEL HIERRO EN COMPLEJOS 
DE BAJO PESO MOLECULAR s
11.1 - HIERRO lÆ BAJO PESO MCX.ECULAR EN LI QUI DOS BI OLOGICOS :
Las pr opi edades patentes . ligando métal de macr omolôc ulas . en 
liqui dos biolôgicos , acoplado a una baja concentraciôn total de 
iônes metAli cos de transiciôn ; "in vivo" , origina limitados 
complejos de las citadas caracteristicas . Sin embargo , estas 
concentraciones son r elat i vamente mas elevadas , respecte las 
correspondientes a los complejos de bajo peso molecular . de i Ones 
metAlicos acuosos .
En equilibrio con el oxigeno atmosfôrico , el FeCII3 
puede participer en estructuras de proteinas . siendo estabie 
en la configuraciôn de alto spin .
En plasma , bajo condiciones de equilibrio , se produce 
complejos de hierro , con ligandos de bajo peso molecular en 
estado de oxidaciôn C + 3 3 ; porque hay concentraciones
équivalentes de Fe acuoso . si endo relativamente bajos los 
efectos del potencial Redox .
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11. 2 - COMPLEJOS m  BAJO PESO MOLECULAR EN TRANSPORTE
DE MEMBRANA :
Albert en 1.973 . postulô : La elevaciôn de métal es desde el 
tracto gastrointestinal y su correspondiente distribuciôn en los 
compartimientos orgAnicos , dependiendo fundamentalmente , de la 
facilidad con que atraviesan las membranas biolôgicas .
Proteinas ligando en el interior de la côlula , pueden 
contribulr a elevar la red del metal . Obteniendose como resultado 
sintesis de métaloproteina con interacciones de proteina lAbil . De 
este modo , el transporte puede ser alterado , a consecuencia de la 
inhibiciôn en si ntôsi s proteica . por un metabôli to venoso y por 
privaciôn de la energia metabôlica .
La complej aci ôn del iôn metAlico puede ser pasiva . en contra 
de gradiente de concentraciôn . especifico de aquellos iones 
dependientes del potencial Redox .
May et al. en 1.978 . sugirierôn mécanismes de transporte 
active . para iônes metAli cos de transiciôn . debido a , restes 
inequivocamente estabiecidos .
Las membranas semipermeables . carecen de actividad en el 
transporte de métales de transiciôn .
La distribuciôn de estes métales en los diferentes compartimientos 
impone condiciones respecte a la lipofilia de los complejos de 
bajo peso molecular , formados en distintos liquides biolôgicos , 
no limitando la proteina ni los iônes libres, pudiendo penetrar en 
las membranas di r ectamente .
Hay evidencia , de contai e j os 1 i pof i 1 os de FeCIII3 atravesando 
bi omembr anas . con la misma rut a de otros conqalejos métal icoS .
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Charley et al. en 1.963 ; David and Del1er en 1.967 ; Bates et 
al. en 1.972 afIrmarôn que la absorciôn de Hierro oral . esta 
favorecida por Fructosa .
Brown et al. en 1.978 , tambiôn estA favorecida por 
acetohi droxamato .
May et al en 1.978 . en ambos casos la transferencia .esta 
incrementada a travôs del epitelio , en funciôn del complejo neutro 
prédominante en el 1i qui do intersticial .
Segûn hechos expérimentales . la distribuciôn de hierro en el 
organismo > asi como su correspondiente excreciôn . después de 
admi ni stracci ôn intravenosa de quelatos férricos .esta determinada 
por los complejos lipofilicos .
Princiotto et al. en 1.964 ; Rubin et al. en 1.970 , vieron en 
especies no polares , su retenciôn por Higado , siendo excretadas
por Bilis , quedando los complejos retenidos en espacio
extracelular , hasta ser filtrados por RiRôn en orina .
Se ha sugerido que el FeCII3 , en procesos metabôlicos ,
envuelve de forma rApida a la célula . desprendiendose 
1entamente en la superficie .
El hierro i ni ci almente sufre un transporte pasivo y 
bldlreccional , dependi ente de escasa energia , invertida en 
su retenciôn a nivel mucosal
Brown . Justus . Pearson . Reich , Smith , demostrarôn la 
quelaci 6n del hierro . en Mucosa se produce uni di r ecci onalmente , 
por di f usi ôn pAsiva .
May et al. Vierôn que el FeCIID puede ser transportado a 
través del epitelio , en complejos de bajo peso molecular .
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11.3 - INTERACCION ENTRE TRANSFERRINA ,FERRITINA
Y COMPLEJOS DE BAJO PESO MOLECULAR :
El hierro . reversibl entente estA li mi tado a transferrina , 
pudi endo ser removido fuertemente por agentes . siendo quelado 
en condiciones estrictas .
Warner . Weber , Aasa et al. . Bates et al. . Aisen et
al.. manifestar6n que la dificultad estriba . en aquellos 
pequeMos ligandos que pueden penetrar en la matriz proteica . 
como especie ternaria intermedia . uniendose al iôn metal mas 
que la Transferrina .
Dichos como Citrato y Acido Nitrilotriacetico C NTA 3 se 
han utilizado como medio de transferencia . entre el hierro y 
moleculas de Transferrina .
Segun Sanzoni et al. . esto demuestra que las 
concentraciones de complejos de bajo peso molecular . en 
equilibrio con hierro y transferrina . ejereen su efecto en el 
compor tami ento del sisterna .
Cavill . Bates y Schlabach . han mostrado que la naturaleza 
de complejos de bajo peso molecular , ocurre pr ef er entement e 
abasteciendose del hierro proteico . Y los iônes fôrricos originan 
ligandos . que inicialmente ocupan sitios termodinAmicamente 
débiles .Esto résulta significativo ,dado que el cambio se produce 
1entamente .
Considerando , si el efecto se debe a la naturaleza . de 
complejos de hierro de bajo peso molecular . o a una interacci6n 
del aniôn unido al sitio de transferrina ; se acepta una 
distribuciôn al azar del hierro .
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La relaclôn entre Ferritina y con^lejos de hierro de bajo peso 
molecular . ha estado sujeto a controversia . No obstante . parece 
claro , la sintesis de Ferritina inducida . por un aumento de 
1abi1i dad . en el pool intracelular del hierro , compensado por
complejos de bajo peso molecular .
Este pool puede ser alterado por agentes extracelulares , se 
asuroe que pueden derivar del hiero de Ferritina en determinadas 
condiciones fisiolôgicas .
Crichton . sugiere que el sistema macromolecular . 
contradice el principle de CHATELIER’S , donde el hierro mas 
saturado procédé de Ferritina .
Munro y Linder . proponen la posibilldad de alcanzar el 
equilibrio aparentemente . en procesos de sintesis de Ferritina . 
formaciôn de Hemosi der i na . uniôn lAbil de métal , desprendiendo el
correspondiente hierro en el citoplasma celular
12.- FACTORES QUE REGULAN EL METABOLISMO
DEL HIERRO
La manera de controlar el metabôlismo del hierro . ha 
sido el punto focal desde la revisiôn de MeCanee y Widdowson 
concluyendo . la capacidad limitada del organismo para 
excretar dicho métal Desde un punto de vista quimico . la 
influencia de tal regulaclôn es en condiciones de equilibrio
Forth y Rummel , propusierôn el siguiente diagrams 
esquemAtico , de reacciones de cambio de hierro en côlulas
42
Flu jo
atribuibli
Cambio Cambio
RApi do lento
 (ropvdo) >
Fe , pool Fe . pool
lento rap\.do
Transferrina
en Ploamo
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Li ml tado a equilibrio y tôrminos ci nôti cos . evitandose 
especies de transporte de hierro . i denti fi candose como 
Ferritina , el cambio lento de pool de hierro .
Considerando , el cambio r Api do de pool de hierro celular , el 
hierro ci toplasmi co esta 1i mi tado por la proteina carrier . 
modificado en funciôn del modelo cuantitativo en r Api do equilibrio 
ce bajo peso molecular .
El flujo atribuible , se refiere , al hierro absorb!do 
del 1i qui do intestinal . o liberado por Hemoglobina .
Smith et al. , sugieren el equilibrio , entre Transferrina
en plasma y pool de hierro rApidamente variable de forma 
intracelular ; requiere un feed back lento . cuando circula 
Transferrina o por elevaciôn de hierro , durante el proceso de 
formaciôn de la célula .
Récientemente , se pretende hallar el mecanismo control 
de absociôn de hierro , probablemente inconcluso , por ser 
determinado para cada tipo de etapa .
May et al. , piensan que algunos f actores involucrados en 
dicha absorciôn , no son determinados por un ti po de proceso . 
como sucede en el caso r ef er i do . a la célula mucosal
En situaciôn de pool de hierro , constituido por fracciones de 
alto y bajo peso molecular , révéla la degradaciôn en condiciones 
de saturaciôn . conK) déterminante de un aumento de hierro . 
eventualmente transfer!do a plasma . Esto supone un aumento de la 
fracciôn de bajo peso molecular , con el consiguiente aumento en la 
concentraciôn .
Forth y Rummel , 1.973 , atribuyen el papel en la 
regulaciôn del metabolism© del hierro , i nt er pr et ando 
el tamaMo y/o la degradaciôn . de pool en estado de saturaciôn 
en célula mucosal ; refleja el status del hierro en equilibrio 
fisiolôgico animal
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Hegenauer et al. en 1.977 , Es dificil evaluar , las 
apiicaciones de Transferrina . asi como la uniôn a ciertos tipos de 
células o la posible uniôn a sitios , no équivalentes a 
Transferrina .
Cavill et al. en 1.975 , sugieren un control de absorciôn 
del hierro , mediante un equilibrio , entre todos los pools 
existentes en el organismo .
Su hipotésis de equilibrio . conecta con absorciôn de hierro . 
tipo de turnover plasmAtico y el nivel de hierro almacenado en el 
organismo .
13. - MODELOS EN PLASMA DE CALCULO SIMILAR AL
HIERRO EÆ BAJO PESO M(X.ECULAR :
Algunos investigadores . rechazan los modelos matemAticos 
la interprêtaciôn de fenômenos biolôgicos , arguyendo la 
complejidad de la biolôgia .
Se desarrollo un modelo , orientado en el descenso de 
complejos de bajo peso molecular , en sangre plasmAtica .
May et al.En 1.977 ; May y Willians en 1.977 ; Berthon et 
al.En 1.978 . Diseharôn un modelo relacionado con la cinética 
del hierro . cuantificando cambio de Hierro en distintos 
comparti?nientos del organismo .
El modelo de sangre plasmAtica , incluye el FeCIII3 , en 
una serie de 7 iônes métalicos considerados , remarcando sus 
concentraciones "in vivo" , identificando especies complejas 
prédominantes . Aportando sugerencias de su par ti ci paci ôn en 
procesos fisiolôgicos . indicando la mani pui aci ôn del hierro . 
de interés para su balance .
<3
Transferrina aumenta . ante un limite de hierro plasmAtico . 
modificando la concentr aci 6n acuosa de FeCIII3 . se obtiene la 
aparente constante de disociaciôn de Fe-Transferri na .
Aisen et al. midierôn en 1.978 . la concentr aci 6n de 
FeCII3 . calculada a partir de concentraci6n de FeCIIID , 
utilizando el potencial Redox en plasma .
Los percentages son facilitados , respecto a la 
concentraciôn total de iôn métal , en ambos estados de oxidaciôn . 
pués son independientes de los errores expérimentales relatives al 
iôn libre .
Bates et al.; Harries and Aisen . en 1.973 . postulAn 
autooxidaciôn de FeCII3 a FeCIII3 por agentes complejantes .
Inversamente , en celuias con hierro de bajo peso molecular 
C donde el potencial redox . es mAs bajo que en plasma 3 
exclusivamente en estado mas bajo de oxidaciôn . asi FeCIII3 puede 
ser reducido espontAneamente en citoplasma .
14.- OESI6NACION CÆ AGENTES QUELANTES PARA
TRATAMIENTO DE SOBRECAR6A DE HIERRO :
El papel regulador , de elementos TRAZA , en algunos procesos 
Bioquimicos . incluye reacciones catalizadas por Métaloenzimas , 
al ter ando la utilizaciôn del iôn métal "in vivo" .
Jackson et al. 1.978 . En casos de envenenamiento por 
toxicidad del metal , es manifiesto en quelatos antineoplAsicos . 
Pudiendo ser conveniente , en general para todas las drogas , 
administrar el agente quelante ideal , resistente a la degradaciôn 
metabôlica .
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El factor mAs important* . es la naturaleza 
multi comparti mental de los si stemas fisiolôgicos . Reali zandose 
el trasporte por difusiôn pAsiva .
Segun May and Williams , 1.970.Los requerimientos para la 
excreciôn urinaria del metal tôxico , estAn en funciôn de su 
i mportancia :
- Suficiente lipôfilo , para su penetraciôn en 
membranas celulares . alcanzando los lugares de deposiciôn del 
metal pesado .
- Complejo metAlico lipofilico , en el 
compartimiento orgAnico donde el métal se haya acumulado .
- Con^lejo hidrofilico en plasma, con el fin de 
estabiecer el gradiente de concentraciôn necesario, siendo el 
métal eli mi nado en orina y no redistribuido en otros tejidos.
Abocando a TERAPIA SINERGICA CÆ QUELACIW , medi ante la 
utilizaciôn de dos drogas que actuôn colectivamente sobre 
el métabolisme del metal, promoviendo su excreciôn . Esto 
sucede , cuando un agente moviliza en tejidos al métal , 
mientras los otros se unen en plasma para excreciôn urinaria .
15 METALOTKMÆINA i
Los métales pesados, componentes minoritarios de la 
biosfera son :
Zinc, Cûbre, Cadmio, Plata, Oro, Niquel y Cobalto.
Participan en gran variedad de reacciones enzimAticas el 
Cobre y Zinc , son nutrientes traza , para todas las formas de 
vida , resultando tôxicas en concentraciones inadecuadas.
La moiécula con papel en el metabôlismo metAlico 
intracelular, descrita como pequeKa , rica en cisteina , 
proteina métal ligando , conocida por Métalotioneina C Mt 3 .
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Dicha fué descubierta . como proteina de Cadmio y Zinc en 
riRôn de cabal1o C 2,3 3
Métalotioneina liga a métales pesados , mediante 
agrupamientos de enlace tiôlico .
Su sintésis estA regulada homeostAticamente , en células 
y organismes expuestos a métal es piesados.
La funciôn de la Métalotioneina ha sido ampliamente 
débatido desde su descubr i mi ento . asignandosele papel en el 
metabôlismo o detoxificaclôn . sugerido por su abilidad a unir 
y ser inducida por métales pesados .
Otra posible funciôn , aùn no detectada . es el control de 
potencial Redox intracelular .
15.1- NOMENCLATURA :
Por desconoci mi ento de su funciôn enzimAtica ,
Métalotioneinas . se han clasificado segùn su carActer estructural 
C 4 3 .
Las caracteristicas peculi ares de Métaloti onei na son ;
- Alto contenido en métales pesados C tipicamente 
4-12 At. /mol 3
- Elevado contenido de cisteina C 23-33 mol % 3
- Bajo peso molecular C inferior a 10.000 3.
Los vertebrados . contienen 2 o mAs isoformas de 
Métalotioneina , agrupandose en dos clases denominadas :
Mt-I y Mt-II , de acuerdo con su eluciôn en CÆAE-Celulosa .
15.2 .- ESTRUCTURA Y UNION A METALES PESADOS :
La estructura de la Métalotioneina , ha sido estudiada 
por gran variedad de técni cas Bi ofi si cas y Bi oqui mi cas 
incluyendo U. V. , Dicroismo Circular , Espectroscopia Raman , 
Resonancia Magnetica Nuclear , secuencia de AminoAcidos , 
Proteolisis parciai , asi como CristalogrAfia de Rayos X .
Métaloti onei na de mamiferos esta constituida por 61 6 62 
aminoAcidos , conteni endo :
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" 20 ci stei nas 
" 6 - 8  lisinas **
" 7 - 1 0  serinas "
" 1 meti oni na "
" carencia de aminoAcidos aromAticos e histidina
Los residues de Cisteina présentes en Cys - X - Cys .
El contenido métalico de Métalotioneina , estA en funciôn del
organismo , tejido . asi como de su exposiciôn a métales
pesados .
Mt-II, aisiada en higado de ratas tratadas , conteni an 5 
Atomes de Cd y 2 de Zn . C 38 3
También en mamiferos la Mt . puede ligar 7 Atomes de Co , 
Pb y Ni 6 10 - 12 Atomes de Hg y Au . C 41 3
Por Resonanci a Magnéti ca Nuclear , se observo para la 
Mt , dos agrupamientos diferentes consti tuyendo :
Agrupami ento A :
- 11 cisteinas , uniendo 4 Atomes de Zn o 
Cd , 6 5 - 6  Atomes de Cu , en el alfa 
carboxi terminal , entre los aminoAcidos 
31 a 61 .
Agrupamiento B :
- Q cisteinas , unidas por 4 Atomos de Zn 
o Cd , o 6 Atomos de Cu , en disposiciôn 
beta amino terminal , entre los
aminoAcidos 1 a 30 .
Los iones metAlicos estan coordinados tetraedricamente , 
con 4 ligandos tiolicos de cisteina .
El agrupamiento A contiene 4 Atomos de Cd uni dos por dos 
puentes sulfure terminal El cuarto Atomo de Cd en disposiciôn 
tetraedro distorsionado , o mari posa inserto en dos anillos de 
6 Atomos .
El agrupamiento B contiene 2 Atomos de Zn y 1 de Cd , 
unidos por dos puentes sulfure terminal , los iones métal
4 »
forman un triangulo equiliatero en un anillo de 6 Atomos , 
adoptando configuraciôn de si11a .
Las distandas metal - metal en ambos agrupamientos asclender 
a un rango de 3.9 a 5.2 Amstrom .
Furey et al . Mani f estar on que los citados domi ni os , son 
globulares con diametros de 15 a 20 Amstrom , limitados de 30 
a 31 residues elipsoides .
La proteina patrôn en los dominios alfa y beta . 
topologicamente es similar .
Su cadena poli pepti di ca da 3 vueltas en espiral alrededor de 
los Atomos metAlicos .
15.3 - POSIBLES FUNCIONES EN EUCARIOTES :
Metalotioneina fué descubierta en funciôn de su abilidad 
para unirse a Cd > elemento no esencial y elevadamente tôxico .
De aqui su posible implicaciôn en detoxi fi caci ôn de este iôn 
Posteriores descubrimientos , sugieren Mt es induccida por Zn 
y Cu a distintas concentraciones , durante el desarrollo y en 
situaciôn de stress , conduciendo a incrementar el interés de su 
posible implicaciôn . en el metabôlismo de métales esenciales .
15.4 - EXISTENCIA DE LUGARES DE UNICM A HIERRO :
Mediante estudios Espectroscôpicos y Ojimicos de estas 
proteinas . se ha estabiecido la presencia de 2 lugares de 
uniôn Métal - Azufre con 3 y 4 iones metAlicos , respectivamente 
C 102 , 154 3 . donde cada iôn metAlico , se encuentra coordinado 
tetraedricamente con 4 ligandos tiôliccs C 145 , 146 3
Parti endo de la detecciôn de hierro como consti tuyente 
minoritario , de Métalotioneina Renal Equina C 71 3 , se ha 
consi der ado la posible inter vend ôn de dicha proteina . en el 
metabolismo intracelular del hierro . No obstante . a consecuencia 
de sus propiedades "in vitro" , respecto a la uniôn de FeCII3 a Mt 
libre de métales C ApoMt 3 aûn en estudio C 76 3
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En condiciones adecuadas . se mostrô en higado de conej o 
Mt-1 C 48 3 I iones paramagnéticos de FeCII3 pudiendo or i gi nar 
complejos . similares a los formados en condiciones normales . con 
iones diamagnéticos Cd CII3 o Zn CII3
La uniôn de iones FeCIID a ApoMt , fuô caracterizado por las 
técni cas de Absorciôn Elctrônica y Dicr oismo Circular .
15.5 - ABSORCICm ELECTRONICA %
Siete équivalentes de FeCII3 unidos , incrementan la 
absorbancia en el Ultra Violeta e Infra Rojo cercano ; los 
niveles orientan sobre la forma saturada de FeCII37 - Mt .
Su coordinaciôn es tetraédrica . similar a CoCII3 .C 146 3 
En la régiôn de Infra Rojo cercano . se obtienen resultados 
semejantes . para compuestos inorgAnicos mononucleares C 50 . 81, 
23 . 50 3 , model os pépti di cos C 140bi s 3
La absorciôn en el campo de ligandos referente a FeCII3- 
-Mt es atribuido a la transiciôn :
C T 3 
s 2
En el caof»o tetraédrico corr espondi ente a la transiciôn 
electrônica :
C t 3 -----------------e C t
15.6 - DICROISMO MAGNETICO CIRCULAR :
Se observaron perfiles similares , a los correspondientes 
complejos mononuc1ear es tetraédricos . tetrati olato-Fe en 
Rubredoxinas y Desulforedoxina. correspondientes a las especies D 
gigas y C. paster i anum . C 31 . 67 3
Dichos resul tados C 73 3 , asi como . los estudi os con Zn
CII3 , Co CII3 y Cd CII3 aplicados a la métaloti onei na , 
comprueban la repercusiôn de esta proteina , respecto del sitio de 
uniôn a métales . en la disposiciôn de la misma . C 146 3
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15.7 - BIOSINTESIS DE LA METALOTIONEINA Y SU REGULACION t
Karin et al. en 1.984 C 73 3 asignaron la regiôn del 
promotor de Mt- 2A Humana hacia el nucleôtido 250 , uniendose al 
receptor de Glucocorticoides . requisi to necesario para la
regulaciôn del gen mediante el glucocorticoide Dexametasona .
La regulaciôn transcripcional de Mt-2A Humana por el 
interferon alfa . posi blemente se verifica por la secuencia analoga 
a los correspondientes locus antigénicos HLA-A3 y HLA-E* ,
hi stoconqaat i bl es regul ado por el interferôn. C 45 3
Actualmente C 125 3 se propone un modelo explicativo de 
regulaciôn de promotores de Métalotioneina a través de métales 
pesados .
Se obtiene la mAxima biosintésis . entre las 4 y 10 horas
de la administraciôn de iônes métalicos Zn o Cd C 131 , 114 , 19,
128 , 132 , 80, 4 , 139 3
Asi como , el aumento de concentraci ôn de
Métalotioneina , en funciôn de la dosis del metal admini strado .
C 106 , 108 , 114 , 120 3
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Brady en 1.982 C 14 3 sugiere la induce iôn de
Métalotioneina , a partir de hormonas o métales como sigue :
Exposiciôn de la célula a glucocorticoideso 
métales
- Inducciôn de sintesis de RNAm de Tioneina. en 4 
horas. resultando sensible para Actinomicina
- Estimulos de sintesis de Métalotioneina, 
observables de 2 a 4 horas
- Elevado nivel acumulado de Métalotioneina de 18 
a 24 horas
- Una vez separado el inductor , disminuyen los 
niveles de Tioneina .
- Se alcanzan niveles basaies . de 48 a 72 horas .
15. 8 - DEGRADACION Y EXCRECION DE METALOTIONEINA ;
Brady et al. 1.979 C 15 3 obtuvierôn una vida media para 
21n-Mt de 10 horas , inducidas por Sulfato de Zi ne .
Por otra parte , Andersen et al. C 4 3 , disponen de 20 a 3'
horas para el turnover de S 35—Cisteina , asi como un turnover de 4
a 5 horas para Hg 203 , unido "IN VIVO" a Zn-Mt .
Estas difer encias son debidas , par ci al mente , a la
utilizaciôn de distintos model os expérimentales , posiblemente la 
vida media de esta Mt puede variar , en funciôn del conteni do
metAlico C relaciôn Cd / Zn 3 C 96 3
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La vida madia da Cu-Mt . por administraciôn Intravanosa 
suai a sar da minutos C 10 3 , en cambio el Cu uni do a Albumina 
super a 10 minutos . la Cerul opl asmi na . suale ser de 13 horas
C 90 3
El flujo de Cobre . donde la Métalotioneina podria tener 
elevada si gni f i caci 6n biolôgica, compr obandose la vida media de la
proteina endogéna en plasma, résulta igualmente baja a la Cu-Mt
admi ni strada por via parenteral.
En ratas con sobrecarga de Cobre . la excreciôn biliar de 
Mt-1 aumenta . en relaciôn al conteni do de Mt-1 hepAtico .
Pero el rango de excreciôn suele ser de 0.4 microgramos de Mt-1 / 
h . después de 4 semanas Equivalente al 1-2 % del turnover de 
Isopresina hepAtica. Segùn comprobaciôn en ratas pr evi amente 
i nyectadas con sales de cobre . C 122 3 presentandose c omponent es 
Inmunor eact i vos en bilis .
En ratas saturadas de cobre . se obtuvierôn concentraciones 
elevadas de Mt-1 en orina Poniendo de manifiesto , los productos 
degradados de Mt-1 , son excretados por orina . C 16 3
Chang et al. C 20 3 pusierôn de manifiesto la existencia de
fragmentes de Métaloti onei na . en la orina de ratas expuestas a 
Cd . puesto que la Métaloti onei na se résisté a la hidrôlisis . "IN 
VITRO", con enzimas lisosomales. C 91 3
Estudios llevados a cabo con Cisteina marcada con S-3S . 
manifesté la inducciôn de Métal oti onei na con Zn. Au y Cd , 
obteni endose las respectivas vidas médias de : 10. 0.75 y 24 horas 
Taies diferencias . son debidas a la estructura terciaria del 
complejo métal-Métalotioneina. C 93 3
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Lauwerys seRala . un aumento de Metaloti onei na urinaria , en 
aquellos trabajadores que se encuentran expuestos a Cd , careciendo 
de relaciôn con el daRo renal ocasionado .
La Metal oti onei na se considéra indie ador Bioquimico . a 
nivel dosificador , aunque se desconoce su utilizaciôn . C 82 3
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III. MATERIAL Y METODOS
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l.INDUCCIQN DE ANEMIA FERRWENICA EN RATAS
1.1 - Animales :
Se utilizarôn 30 ratas macho . de raza SRAGUE-DAWER , con 
un peso aproximado de 250 + 10 gramos. Reparti das en dos
grupos .
Uno Control constituido por 10 animales y el grupo de estudio . 
compuesto por 20 ratas.
1.2 - alimentaciôn :
El grupo Control se alimentô con piensos Standard . cuyo 
conteni do en Hierro fué de 140 mg / K g  y administracidn de agua "
" Ad Libitum "
El grupo de animales destinados a provocarles Anemia 
Ferropénica , se les alimentô con una dieta déficiente en Hierro , 
preparada en nuestro laboratorio, segün se resePîa a continuaci6n .
1.3 - PREPARACKM Y COMPOS! CI ON DE LA DIETA DEFICIENTE EN
HIERRO
Conponentes :
Almldôn-----------  1.000 g.
Sacarosa----------- 251 g.
Celui osa-----------  300 g.
Aceite de Cliva  234.37 g.
Mezcla Vitaminica—  47 g.
Mezcla Minerai  234.37 g
Caseina -----------  459.37 g.
Metionina--------- 9.37 g.
Mezcla Minerai :
Cloruro Sôdico  32.64 g.
Yoduro PotAsico 0.18 g.
Fosfato MonopotAsico 91.17 g.
Sulfate MagnAsico Anhidro 13.42 g. 
Carbonate Calci co —  89.39 g.
Suifato Manganico hidratado - 0.93 g. 
Sulfate de Zinc Hepta Hi drat ado 0.12 g. 
Suifato de Cobre Penta Hidratado 0.11 g. 
Cloruro de Cobalto Sexta Hidratado 0.53 g.
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Mezcla Vitaminica i
Vitandna A ----------  32.225 mg.
Vi taraina D ---------- 10 mg.
Vi taraina E ---------  46. 87 mg.
Menadiona -----------  23.43 mg.
Colina-------------- 74 mg.
P-Amino Benzolc6 ---- 47 mg.
Inositol--------------47 mg.
Niaci n a ------------- 10.6 mg.
Pantotenato Calcico - 10.6 mg.
Riboflavlna--------- 37.5 mg.
Tiaraina Cl or hi drica - 2. 34 mg. 
Piridoxina Cl or hi drica 23.4 mg.
Ac. Fôlico---------9.37 mg.
Biotina------------ 1.87 mg.
Vi tarai na B 1 2 ------0.14 mg.
Los citados con^aonentes finamente pulverizados. se 
homoger.izarôn con un mezclador mecAnico. depôsitandose en Jaulas 
metabôli cas y agua destilada "Ad Libitum
1.4 - Extracciones
Di chas ratas fuerôn soroetidas a extracci ones de 4 
c. c. de sangre . en consonancia con la evoluciôn del estado 
anAmi co .
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Se Ilevarôn a cabo . anestesiando a los animales 
ayudados de Eter Etilico . mediante "Punclôn Cardiaca**.
Deter mi nandose de este modo , los parametros Bioquimicos 
encami nados a supervisar el estado anémico
1.5 - ESTANDARIZACION DEL TRANSTCMSNO ANEMICO :
La determinaclôn de par Ametr os Bioquimicos , para 
supervisar el estado anémico , mediante extracciones de sangre .se 
verified atendiendo a los grupos control e inductor de anemia 
hipocrômica ; concretandose en las si guientes determinaciones :
1.5.1 - Hematocrito :
En sangre total . de acuerdo con la técnica de WINTROBE
C 155 D.
Para ello utilizamos el micrométodo de Wintrobe C 155 3 
La muestra problema . consistid en sangre total, dispuesta en 
tubos capilares hepar i ni zados previamente . de 7 cm. de longitud y 
1mm de diametro Sometiendose a centrifugaciôn de 11.000 r.p.m. 
por espacio de 6 minutes .
Siendo el modelo de centrifuga utilizado Sigma 101 M , provisto de 
rotor especifico para tubos de Hematocrito Determinandose acto 
seguido . la relaciôn entre el volumen de eritrocito y sangre 
total .
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1.5.2 - Hemoglobin» t
En sangre total, segün la técnica de VAN KAMPER 
ZIJILSTRU. C 351 )
1.5.2.1.- Fundamento
Diluyendo la sangre en disoluciôn de Cianuro y 
Ferricianuro PotAsico . la Hemoglobi na sufre oxidaciôn 
transformandose en Metahemoglobina . transformandose a su vez en 
“ Cianmetahemoglobina " estable .
La forroaciôn de color se détermina Espectrofotometricamente , 
medi ante el Espectrofotômetro U. V. - Visible modelo " Uni cam SP 
1. 800 "
La muestra problema . consistio . en sangre total hepar i ni zada 
1, 5. 2. 2- Reactivo de Trabajo :
Soluciôn " Drakin " diluida . preparada como sigue :
Bicarbonate Sôdico : 1 g.
Ferricianuro Potasico : 200 mg.
Cianuro Potasico : 50 mg.
Agua Destilada : 1.000 ml.
La disoluciôn se coloca en frasco , color topacio 
conservandose en la oscuridad , permaneci endo estable por un 
periodo de 1 mes .
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1. 5. 2. 3. - TECNICA :
En una serie de tubos d< 
componentes siguientes :
ensayo se pipetean los
B1anco Problema Control
Disoluciôn Drakln
di1ui da
Sangre Heparinizada 
Disoluciôn Control 
de Hemoglobi na
5. 0 ml 5. 0 ml 
0. 02 ml
5. 0 ml 
0. 02 ml
Se mezclan los tubos de ensayo por inversiôn obteniendose
la lectura de la correspondiente Densidad Optica 
mi nutos , a una longitud de onda de 540 nm.
Una vez ajustado el aparato a cero con el Blanco .
partir de 3
Los calculos para los tubos problemas 
acuerdo con la relaciôn :
se efectuan de
D. O. problema
D. O. control
X 75 g. Hb / 100 ml = 100 ml del 
pr obiema
Esta relaciôn p>ermanece lineal, has ta 20 g Hb / 100 ml
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1.5.3 - DETERMINACION lÆ HIERRO EN SUERO t 
Segün la Técnica de LAUBER C 80 3
1.5.3.1.- Fundamento :
El Hierro transportado por la Transferrina Sérica ,se 
disocia en medio ligeramente Acido . reduciendose con Ditionito .
El catiôn Fe CIID en presencia de Batr ofenantr oli na 
disulfonada . origina un complej o coloreado . de i ntensi dad 
proporcional a la concentraciôn de hierro présente en la muestra 
de ensayo .
1. 5, 3. 2. — Técnica :
La determi naci 6n se verifica en Suero hepar i ni zado 
exento de hemolisis .
En tubos de ensayo se pip>etea como sigue :
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Pr obi Control
Agu*
Suer o Probiema
O. 5 ml
0. 5 ml
Disoluciôn Control
de hierro
100 ug / 100 ml 
Disoluciôn Reductora
O. 5 ml
1.5 ml
Se mezclan los tubos por inversiôn Con el tubo bianco 
se ajusta a cero . en el Espectrof otômetro U. V. -Visible . model o 
"Uni cam SP 1.600", pr ocedi endo a efectuar las lecturas de las 
correspondientes Densidades Opticas . de los respectives tubos 
Control y Problema a la longitud de onda de 530 nm. C D. O. D
Acto seguido . se aMade en cada tubo 2 gotas de 
Batrofenantrolina Disulfonada C 17 mM 3 Volvemos a mezclar los 
tubos. procediendo a determinar las Absor banci as de los tubos 
Control y Problema ; a la longitud de onda anterior mente citada . 
previo reajuste a cero del aparato con el bianco .
Considerando la p>ermanencia estable de color , por espacio 
de 60 minutos . C D. O. 2 3
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Los calculos se veriflcan atendiendo a la slguienti 
relaciôn :
C D. O. 2 - D. 0.1 3
-------------------- X 100 ug / lOO ml = ug / 1OO ml
C D. O. 2 - D. O. t 3 del problema
La eaqaresiôn de los resultados en umol / 1. . se
multiplica los ug / 100 ml por el factor de conversiôn 0.179
El material dedicado a dicha determinaciôn . ha de estar
exento de hierro , para ello se sumerge en Cl H di1ui do C 20 %
V / V 3 par espacio de 6 horas , a conti nuaci ôn debe enjuagarse con 
repetidos cambios de agua destilada .
Los Sueros lipémicos , inicialmente proporcionan 
f al samente , elevadas extinciones , por ello se recomi enda esperar 
unos 15 minutos . con el fin de facilitar la acciôn dtergente de la
disoluciôn reductora , antes de continuar el protocolo .
Los sueros hemolizados . pueden liberar hierro del 
complej o hemoglobi ni co .
65
1.5.4.- DETERMINACION DE LA CAP ACI DAD TOTAL Y 
LIBRE DE FI J ACI ON DE FIJACION DE HIERRO 
EN SUERO :
Segün la tôcnica de LAUBER C 80 3
1.5.4.1.- Fundamento :
La Transferrina Sérica . se satura con Fe CIII3 , el 
exceso précipita con Car bonato Magnési co . pr ocedi endo acto 
seguido , a determinar la cantidad existante de Hierro.
La diferencla entre la capacidad de Fijaciôn Total de
Hierro C CFT 3 y el .Hierro Sérico I ni ci al C HS 3 , indica la
capacidad de Fijaciôn Libre o Residual C CFL 3
1.5.4.2.- Técnica :
La muestra problema , constituida por Suero Heparinizado. 
exento de Hemolisis .
El reactivo reductor . consiste en disoluciôn de 
Ditionito Sôdico al 40 % en tampôn Acetato 130 mM , pH = 5.8.
Dicha es estable 8 horas a temperatura ambi ente , en never a 
permanece inalterable durante 5 dias.
Procedemos como sigue :
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En tubos d* ensayo ponemos :
Blanco Problema
Agua destilada 0. 5 ml
Suero 0. 5 ml
Cloruro Férrico
93 pM 1.0 ml 1. 0 ml
Se mezclan los tubos . per maneci endo en reposo durante 5 
minutos . a temperatura ambiente . Acto seguido adicionamos , en cada 
tubo 50 mg de car bonato magnésico . agi tando la mezcla 5 minutos , 
por espacio de 30 minutos Centrifugando a al ta velocidad . 
separando el sobrenadante .
A continuaci6n en tubos de ensayo :
Blanco Probiema Control
Sobrenadante O. 5 ml 0. 5 ml
Control de
Hierro O. S ml
Di sol ucidn
Reductora
Un* vez mezclados , se pone * cero el aparato con el tubo 
Blanco , procedlendo a realizar las lecturas de las extinciones . 
cor respondi entes a los tubos Control y Problema a 530 nm de
longitud de onda C D. O. 3
A conti nuaci 6n . afSadimos en cada tubo 3 gotas de 
Batrofenantroli na Disulfonada 17 mM . Mezclamos . determinamos las 
Densidades Opticas , de los tubos Control y Problema , a la longitud 
de onda , an ter i or ment e indicada . previo ajuste a cero con el 
blanco .
El color F>ermanece inalterable . unos 60 minutos .
Las lecturas de las correspondientes . Densidades Opticas ,
se verifican en un Espectrofotômetro " U.V.-Visible " modelo "
Uni cam SP 1.800
Los calculos se realizan . de acuerdo con la si gui ente 
relaciôn :
C. F. T. :
C D. O. 2 - D. O. « 3 problema
---------------------------------X 300 = ug Fe / 100 ml
C D. O. 2 - D. O. 1 3 control
C. F. L. : C. F. T. - H. S.
C. F. T. = Capaci dad total de fijaciôn de hierro en suero
C. F. L. = Capaci dad libre de fijaciôn de hierro en suero
H. S. * Hierro en suero
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Para transfor mar los pg Fe / 100 ml en fjmol / 1 . los 
resultados obtenidos . se multiplican por el factor de conversiôn 
0 .1
2. - CONTRCX. DEL CREdKZENTO , DIETA Y AGUA DE 
BEBIDA DE LOS ANIMALES ANEMICOS Y CONTRCX.
La dlstribuciôn de los animales fu* , en grupos de pesos 
homogôneos El periodo de indued ôn de anômla s* prolonge 
durante 26 dias , controlandose el pteso , agua de beblda y 
diet a ingerida . en ambos grupos . es decir . en los animales 
control y en los sometidos al proceso de Inducciôn del estado de 
anemia ferropénica .
En el inicio del experimento , los grupos en estudio , 
presentaban un peso medio homogéneo , sin diferencias
estadi sti camente significativas
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3. - ELECCION DE LA DOSIS OPTIMA DE CADMIO PARA
INDUCCION DE METALOTIONEINA EN CEREBRO , MUCOSA 
INTESTINAL Y MEDULA OSEA :
3.1 - GRUPO ÜE ANIMALES Y VIAS DE ADMINISTRACICM :
C^upos de ratas macho de raza SPRAGUE-DAWER 
constituidos por 20 ejemplares de 250 + 10 g de peso . contrôles y 
20 ratas con anemia ferropénica . se les administré dosis de Cd > 
procedente de una soluciôn estable de Cloruro de Cadmio . segün se 
refleja en la tabla :
DOSIS DE TRATAMIENTO
GRUPO COITROL
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GRUPO ANEMICO ;
» - dosis de 1 mg Cd / kg rata / dia
La admi ni str aci ôn de los citados métales . se llevo a cabo por 
via via Intragastrica . medi ante sonda . parti endo de una 
disoluciôn de 1 mg de Cd / ml
Cul mi nados los distintos tratamientos . se procedio al 
sacrificio de los animales > obteniendose por disecciôn el Cerebro 
Mucosa Intestinal y Médula Osea Se lavarôn con soluciôn 
fisiolôgica al 0 . 9 %  . la homogenizaciôn se realizô con tampôn 
Tris-CIH 25 mM . pH = 7.4 C 1:2 , P: V 3 medi ante "Ultra Turrax" 
model o TP-18—10
Los distintos homogenados fuerôn sometidos a 
ultracentr if ugaciôn de 40.000 r.p.m. por espacio de 60 minutos . 
modelo "Centrikon T-2080".
Una vez r ecogi dos los sobr enadantes 
siguientes determi naci ones :
se procedi o las
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3.2- DETERMINACIONES :
Determinaciôn de Proteinas Totales por el método de 
LOWRY modificado por HARTREE C 56 3
Deter mi nac i ones de Cd por Espectroscopi a de Absorciôn 
Atomica , utilizando Espectrofotômetro "Beckman 1248" en 
extractos estables.
Determinaciôn de grupos disulfuro si gui endo el método 
descrito por 2AHLER y CLELAND C 161 3
Determinaciôn de Metaloti onei na por la técnica
espectrofotometri ca de Absorciôn Atômica . C 101 3
3.2.1. DETERMINACI cm DE PROTEINAS TOTALES
3.2.1.1.- METODO DE LOWRY MODIFICADO POR HARTREE
3.2.1.2- Fundamento
Las proteinas tratadas con el reactivo fenol > denominado 
"Fol in - Ci ocalteau " se désarroi la color azul La sensibilidad
del método estriba en que las dos reacci ones de color , se
producen simultAneamente :
a3 La de los enlaces peptidicos con el cobre en soluciôn 
al cal i na .
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b3 Reduce! ôn del Aci do f osf oiaol i bdi co y Aci do
fosfo-lûngstico . por los ami noAci dos aromAticos tirosina y
triptôfano , présentes en las proteinas .
3. 2.1.3. Técnica :
Se prépara la disoluciôn A con los siguientes componentes . 
C para 100 ml. de di soluci ôn 3 :
SO Cu 5 H O 0.05 g
K Na 4 H^O 0.10 g
CO^ Na^ 3.70 g
Na OH ' 2. 00 g
En principio se disuelve el suifato de cobre en agua , acto 
seguido se aMaden los restantes componentes citados .
La disoluciôn permanece estable 30 dias en nevera .
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En tubos de ensayo . se pipetea lo siguiente :
Blanco Problema Control
Di soluci ôn A O. 5 ml 0. 5 ml 0. 5 ml
Albûmina patrôn
(curva patron a diatinte
Suer o pr obiema 
Agua destilada
20 Ml
20 Ml
100 Ml 100 Ml 100 Ml
Se agitan les tubos y se dejan en reposo 10 minutos a 
temperatura ambiente .
Acto seguido , se aMade a cada tubo 2 ml del reactivo de 
fenol . preparado ext empor aneamen t e
O. 5 ml Folin-Ciocalteau 2N -> 8,5 ml agua destilada
Se mezclan y se il evan a baMo maria a 55* C durante 5 
minutos Se dejan enfriar los tubos , se determinan sus
densidades ôpti cas en Espectrof otômetro 'JV - Visible " Uni cam 
SP 1.800 " . ajustando previamente a cero , el aparato con el tubo 
blanco .
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Las concentraciones protéicas de los tubos problema , se 
determinaron por extr apolaci ôn . en la curva patrôn con distintas 
concentraciones de albûmina .
3.2 .2 - DETERMI NACI cm lÆ CADMIO POR ESPECTROSCOPIA DE
ABSM&CION ATOMICA %
Se utilizô el espectrofotômetro de Absorciôn Atômica 
modelo "Beckman 1248" de lectura analôgica Se procurarôn unas 
condiciones instrumentales adecuadas . para la obtenciôn de la 
mAxima Abs or banci a y Sensibilidad.
La lAmpara utilizada fué de catodo hueco de Cd . como fuente 
•misora de radiaciones de longitud de onda deter mi nada.
La lectura se verified a la longitud de onda de mayor 
Absorbancia y nivel energético , en funciôn del espectro 
caracteristico del metal a deter mi nar . en el caso del Cd es de 
228. 8 nm.
Tiempo de lectura C 4 a 8 segundos 3
Rendija C 5 3
Corriente C 7 mA 3
Vol taJe C 500-600 V 3
La energia de la lAmpara permaneci o constante , en las 
lecturas de las " Soluciones Standard ".
Asi como en las muestras problemas . des de el i ni cio de la 
]ectura de las muestras hasta el final.
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En 1& elaboraclôn de la curva de callbraciôn . se preparô 
una bâterla de disoluciones de Cd standard . de concentraciones 
que se détailan a continuaci6n :
0.1 ; 0.3 ; 0.5 ; 0.7 ; 0.0 ; i ; 3 ; 5 ; 7 ; 0 ; 10 ppm de
Cd
La lectura se verified . cada 10 muestras problema .
CXsteni endose. de este modo la curva de calibraciôn , 
correspondientes a las distintas muestras > representando en el eje 
de absci sas las Concentr aci ones y en el de Ordenadas las
Absor banci as.
De acuerdo con estos resultados . se calcul6 la
correspondiente recta de Regresiôn . asi como el Coefi ci ente de 
Correlaciôn . oscilando entre 0.0900—0.9000
Las correspondientes concentraciones de las muestras 
problema , fuerôn calculadas a partir de la curva de calibraciôn
3.2. 2.1 - DETERMINACION DE HIERRO P(X( ESPECTROSCOPI A DE 
ABSORCION ATCmiCA %
La lAmpara utilizada fué de catodo hueco de Fe . la lectura 
se verified a la longitud de onda de mayor Absor banci a y nivel 
energético . siendo de 248.33 nm
Tiempo de lectura C 16 segundos 3
Rendija C 3 3
Corriente C 20 mA 3
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Se prepararôn soluciones standard de concentraciôn
conocida . con el objeto de elaborar la curva de Calibraciôn .
Siendo las citadas :
0.1 ; 0.3 ; 0.5 ; 0.7 ; 0.9 ;1 ; 3 ; 5 ; 7 ; 9 y 10 
ppm de Fe
Las concentraciones de las muestras problema . se 
realizarôn a partir de la curva de calibraciôn , una vez obteni do 
el coeficiente de correlaciôn , de la recta de regresiôn .
En todos los caso fué de 0.9960 y 0.9999
3.2.2.2 - DETERMINACION DE ZINC POR ESPECTROSCOPIA DE
ABSORCION ATOMICA ;
Se utilizô lAmpara de catodo hueco de Zn , la longitud de 
onda de mayor Absor banci a y nivel energético , fué de 324.75 nm
Tiempo de lectura C 8 segundos 3
Rendija C 5 3
Corriente C 20 mA 3
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Las soluciones standard de concentraciôn conocida , par:
elaborar la curva de calibraciôn . fuerôn :
0.1 ; 0.3 ; 0.5 ; 0.7 ; 0.8 ; 1 ; 3 ; 5 ; 7 ; 9 y 10 
ppm de Zn
Las concentraciones referentes de las muestras problema 
se calcularôn . medi ante la curva de calibraciôn . del ci t ado 
elemento .
El coeficiente de correlaciôn de la recta de regresiôn 
fué de 0.9960 y 0.9999
3. 2. 2. 3.-DETERMINACION lÆ COBRE POR ESPECTROSCM*IA DE 
ABSORCION ATCXaCA :
Pr ocedi endo de igual modo que para el Cd y Zn , se 
utilizô una lAmpara de catodo hueco de Cu . verificandose la 
lectura en un Espectrofotômetro de Absorciôn Atômica , modelo 
BECKMAN 1248 de lectura analôgica .
En este caso las condiciones de lectura fuerôn :
- Longitud de onda de mAximo nivel energético y absorbanci: 
324.75
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Tiempo de lecture...............C 8 segundos 3
Rendija..........................C 5 3
Cor ri ente....................... C 20 mA 3
Se prepararôn una bâteria de disoluciones standard de 
concentraci6n conocida :
0.1 ; 0.3 ; 0.5 ; 0.7 ; 0.8 ; 1 ; 3 ; 5 ; 7 ; 9 y 10 
ppm de Cu
Con los cuales se realizô la curva de calibraciôn
3.2.3.- Determinacion de la Metalotioneina por 
Espectrofotometria de Absorclon Atomica :
3.2.3.1.— Fundamento :
Basado en el método de saturaciôn con Cd de ONOSAKA Cl013 
La ventaja del método reside . en la uniôn cuantitativa del Cd a 
la Metalotioneina . la estabilidad de la citada Trente al 
cal or > asi como su radio molar défi ni do en 7 moles de Cd p>or mol 
de Metalotioneina. C 154 3
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3. 2. 3. 2. - Técnica
Dlluciôn de las muestras con tampôn Tris-CIH 25 mM 
pH = 7.4 ; incubados por espacio de 5 minutos con Cloruro de
Cadmi o . C i.OOO ng de Cd 3
El Cadmio no unido a Metalotioneina , precipitô con la 
Hemoglobina C en disoluciôn al 4 % 3 ; acto seguido se someten las 
muestras a 100 gr ados C. p>or espacio de 3 minutos . a conti nuaci ôn 
centrif ugaciôn a 9.200 r.p.m. ; pr ocedi endo a recoger los 
sobrenadantes .
La ûltima fase del proceso . C pr eci pi t aci ôn con 
Hemoglobina . calor y centrifugaciôn 3 verificandose por 3 veces 
consecuti vas .
En los sobrenadantes se détermina por espectrofotômetria de 
Absorciôn Atômica.
La correcciôn de los resultados , se lleva a cabo 
utilizando un blanco experimental . considerando la hemoglobi na 
no precipitado .
La conversiôn de preci pi tado de Cd a microgramos de 
Metalotioneina . se verifica considerando que esta proteina 
dispone de 7 Atomos de Cd por mol écul as satur adas . en dos 
fragmentos , uno conteniendo 4 iones metAlicos de Cd con G puentes 
tiolicos . unidos a 11 restos de Cisteina . consti tuyendo el 
Car boxi 1 o terminal de la mol écul a .
El otro conti ene 3 iones metAlicos de Cd uni dos por 3 
puentes tiolicos a 9 restos de Cisteina . originando la otra mitad 
de la mol écul a .
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3.2.4. - D*t*rmlm&ci6n d# Radi actlvl dad Gamma i
En los axtractos soamtldos a trataodanto radi active , s* 
datarainô la radi acti vi dad gamma dabida al Fa - SO . madianta un 
contador da r adi acti vi dad modal o " PACKARD Autogasnaa 5110 "
4.-PURIFICAdON DE LA METALOTIONEINA EM CEREBRO ,
MUCOSA INTESTINAL Y MEDULA OSEA EN RATAS SOMETI DAS A 
DISTINTOS TRATAMIENTOS t
El objatiVO propuasto , consista an lograr la axtracciôn 
y purif icaciôn de la Metalotioneina . eficazmente y de modo 
rentable . obteniendo un extracto purificado.
Dadas las circustancias de ter moestabi1i dad de esta 
proteina , se comprobô la exenci 6n en cuanto a pr opi edades de 
carga . tamaMo molecular y conformaciôn estructural , segûn los 
metodos de gel filtraciôn . espectr oscopi a U. V. ; c om?>r obando su 
F>oliinorfisimo .
Basado en su distinto conyxjrtaniento . en electroforesis 
multifasica en gel de poliacriamida .
El proceso de aisiamiento y purificaciôn de Im 
Metalotioneina se verified , como se reseKa a continuaci6n.
81
4.1 - Grt^xis d* Animmles y Tratamiento t
Sa ullllzarôn grupos da ratas macho da raza SPRAGUE-DAWER 
const! tuidos por 20 ejaa^lares , slando sus pesos da 200 + 10 . 
distribuyandosa como sigua :
A3 Grupo da an!malas Control
BD Grupo da animales sometidos a la admin!stracciôn 
de 1 mg Cd / kg rata x dia . durante un aspacio 
da O dias consacuti vos por sonda intragastrica a 
partir da una soluciôn da Cloruro da Cadmio 
O  Grupo da animales con Anemia farropdnica 
OD Grupo da animales con Anemia Farropdnica 
a los cualas . sa administré 1 mg Cd X kg rata 
X dia durante O dias mad! ante sonda
intragastrica a partir da una soluci6n astable 
da Cloruro da Cadmio .
4.2 -Obtanclon dal Extracto Calular t
Una vaz finalizados los distintos tratamiantos , sa 
procadiâ al sacrificio da los animales . por dias consacuti vos .
Daspuds sa procadio a la diseccidn del CEREBRO . MUCOSA 
INTESnNAL y MEDULA OSEA .
Sa pasarôn los ôrganos an fresco , congalandolas rApidamante 
a -20 grados C.
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La homogenlzaclôn sa raallzô . dascongalando los dlsllntos 
érganos , pasandolas y sa somaliarôn a la acciôn dal "ULTRA-TURRAX 
modal o " TP-18-10 ", a 2.000 r.p.m. con tampôn Tris-CIH 25 mM pH =
7. 4 , obtanlandosa un axtracto dal 20 % P / V
Acto saguido sa cantrlfuga a 40.000 r.p.m. por aspacio da 
60 minuLos , an ultracantrifuga " Cantrikon T-2080.
Los sobr anadantas sa somatiarôn a ultrason!dos an dos 
periodos sucasivos da 30 dagundos , an modal o ** MSE 1765 "
5.- FILTRACICm MOLECULAR EN COLUMNA DE SEPHADEX 6 - 5 0
EN CAMARA FRIGORIFICA A 4 «lADOS C
A travas da Sephadax G-50 "Fina" da Pharmacia Fina 
Chemicals C Upsala . Suacia D columna de radio interior da 2.5 cm. 
y altura da 70 cm.
Las fraccionas aluidas fuarôn racogidas madiante un aquipo 
da LKB constituido por lo siguiante :
» Detector da Absorciôn Ultravioleta con uni dad 
control y filtro da 250 nm C Uvicord-2 )
» Ragi strador Typa 6520 / 4 
» Colactor da fraccionas UltraRac. 
a Bomba peristaltica 4912 A
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La calibraclôn da la columna sa varlflcô . con 
molaculas da ralativa masa molacular conocida , anglobando a las 
astudi adas :
- Bata-1actoglobuli na C Mr * 18.400
- Lisozima C Mr * 14. 300
- Ri bonuclaasa C Mr - 13.700 3
- Citocromo C c ht- = 12. 400 3
- Triptofano c Mr - 204 D
Datarmlnando al voluman da maxima par maabi1i dad da la 
columna C Vt )
Para la obtanci6n da Vo C Voluman da vacio da la co­
lumna D sa utilizô una protaina da Mr superior al corraspondianta 
rango da saparaciôn dal Sephadax 6 - 50 C 1.500 - 30.000 ) como la 
Transfarrina .
Sa calcularôn los kr C coaficientas da raparto ) da las 
prOtainas utilizadas an la calibraciôn . an consonancia con la 
formula :
Va - Vo
Kr « ------------
Vt - Vo
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Oonda Raprasanta :
Va : VoluBwn da aluclôn da cada protaina
Los difarantas axtractos . sa dapôsitarân an la parta 
suparior da la columna , aluyando con al mismo tampôn utilizado an 
la obtanciôn da los axtractos :
Tris-CIH 2SmM pH = 7.4
La columna sa ragulô con flujo da 40 ml X h . 
racogiandosa fraccionas da 0.5 ml.
La cantidad da axtracto dapôsitado , an la columna . fuô 
corraspondianta a igual paso da : Carabro , Mucosa Intastinal 
y Médula Osaa .Da ratas somatidas a los difarantas tratamiantos , 
rasaRados anteriormanta.
Las fraccionas racogidas sa layarôn an un 
Espactrofotômatro U.V.-Visible , modal o " Uni cam SP 1.800 " a 254 
y 262 nm C la primera longitud da onda > as considerada da mAxima 
Absorciôn para la Matalotionaina D
Sa varificarôn datarmi naci ones da :
5.1.- DETERMZNACICMES x
5.1.1- Datermi naci 6n da Protainas Totales > por al
mAtodo da LOWRY modi fi cado por HARTREE C 56 3 
C Descrito an al apartado 3.2.1 }
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s.1.2- Datarminaci6n da Zn , Cd y Pa , an los axtractos 
procédantes da animales somati dos a tratamianto 
con dichos alamantos . por Espactrofotomatria da 
Absorciôn Atomica . C Expuasto an al apartado
3.2.2.2 , 3.2.2 . 3.2.2.1. 3
5.1.3.-Datarminaciôn da Grupos disulfuro , sagün la
técnica dascri ta por ZAHLER y Cl PI .AND C 154 3
5.1.3.1 - Fundamanto :
Esta tacnica . asta basada an la raducci6n da los grupos 
disulfuro y an la daterminaci6n da los monotiolas résultantes .
El aganta raductor as al 1,4-Di tioari tri toi C DTE D , da 
bajo potanci al da oxi daci 6n-raducci 6n . reduce los grupos 
disulfuro an consonancia con las raaccionas siguiantes :
DTE + R S S R ------------ > DTE-SSR + RSH
DTE-SSR----------------- > DTE oxi dado + RSH
Con al fin da aliminar los grupos sulfhidrilo producidos 
por axcaso da DTE , sa aftada arsanito sôdico qua forma compl a jo 
aspacifico con al anterior , da acuardo con la raacciôn
DTE HAsO ----------- > DTE-AsC«
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Los monotiolas rasultantas sa datarminan con DTNB C 5.5 - 
diLtiobis C Acido 2-nitrobenzolco ) an prasaneis da arsanito .
Los grupos disulfuro son raducidos por DTE C 1,4 
-ditioari tritol D y por al DTT C 1.4 -di tiotrai toi 3 . como
indican sus igualas potanci alas da oxidaci6n - raduccciôn . sin 
amibargo . al DTE as al raactivo da al acciôn . por qua sus compl a j os 
con arsanito raaccionan an manor proporciôn con al DTNB .
5.1. 3. 2. — Tôcnica :
Da la muastra problama qua contiana los grupos disulfuro , 
s* cogan 0.2 ml y sa mazclan con 0.1 ml da tampôn Tris- CIH 
0.05 M pH 0.0 y con 0.1 ml da DTE 3 mM . Daspuôs da mazclarlo 
todo sa daja an raposo 20 minutos . para qua sa produzca la
raducciôn da los grupos disulfuro . asta tiampo ara al adacuado 
para la mayor parta da los conyauastos con grupos disulfuro .
C 161 D . Una vaz complatada la raacciôn sa adicionan 0.2 ml de
tampôn Tris - CIH 1 M , p H 8 . 1 ; 1.5 ml da Na As O^ 5 mM y
agua dastilada hasta complatar al voluman final da 2.O ml . Una 
vaz mazcladas las di soluci ones sa dajan reposar durante 2 minutos 
Acto saguido sa aftadan 0.1 ml da DTNB 3 mM da tampôn acatato
0.05 M , pH 5 , dater mi nandosa las Absor banci as a 412 nm
durante 3 minutos . La absorbancia résultante da los monotiolas sa 
détermina por axtrapolaciôn da la porciôn linaal da la curva al 
tiampo da adi ci ôn dal DTNB . rastando al valor obtanido da una 
muastra que no contanga disulfuros .
Como rafarancia sa utilizô una curva patrôn da cistaina 
da concan t r aci ones conocidas . a la cual sa rafiriaron las 
muastras problama .
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Los datos obtani dos como canti dadas da cistaina prasanta an 
la muastra problama . sa tradujaron a nivalas da matalotionaina 
tania4ndo an cuanta qua asta protaina prasanta an su composiciôn 
un 33 X da rasiduos da cistaina .
5.1.4.- Datarminaciôn da Matal oti onai na por 
Espactrofotômatria da Absorciôn 
Atomica C 154 D C Esta tôcnica asta dascrita 
an al apartado 3.2.3 da material y môtodos 3
Da tal modo sa obtuviarôn datos i ndi cati vos da la
prasancia da Matalotionaina , an una saria da fraccionas aluidas a
travAs da columna da Saphadax G — 50 .
Con las mismas . sa obtuvo un Espactro U.V. .
varificando un barrido entra las longitudes da onda da 200 a 300
A partir da los Kr da las protainas standard y da la
masa molacular ralativa da las citadas ; sa procadiô a la
raprasantaciôn grAfica , dater mi nandosa la Mr da la protaina da 
astudio , intarpolando su Kr an la racta résultante.
En las fraccionas donda sa obtuvo un pico . sa
aislarôn a travAs da CromatogrAfia Liquida da Baja Prasiôn . an 
columna analitica , racogiandosa los picos aluidos a los distintos 
tiampos da ratanciôn . para confirmar su polimorfismo.
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El aquipo utilizado lo constituya :
. Columna aspacifica Glas Pac 
. Bomba para HPLC modalo 04 
. Datactor U. V. as 220 nm Hilton Roy 3.100 
. Intagrador Milton Roy CI 4.100
La prasiôn da la fuA minima da O bar y la mAxima 1.5
bar
6 - SEPARACIOM DE ISOMETALOTTONEINAS POR CROMATOGRAFTA 
LIWJIDA DE ALTA PRESION t
C.1.- Fundamanto :
MAtodo fisico da saparaciôn por distribuciôn an 
dos fasas .
A travAs da la fasa astaci onar i a sa dasllza una fasa
môvi 1.
Exista una fasa astacionaria , adharida a la superficia del 
r al1eno . da forma pali cular .
La fasa astaci onar i a suaia sar Polar
La saparaciôn sa logra . por participaciôn de la muastra 
di suaita antre la fasa astacionaria y la fasa môvil
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La Cræatogr Af 1 a Liquida d* Al ta Prasiôn . sa conoca cobo 
HPLC , actualnanta sa anclava antra la técnica mas axtandida . an 
al anAlisis y saparaciôn da muastras .
La fasa ravarsa asta constituida por
Fasa Môvil ; Da carActar Polar 
Fasa Estacionaria : No Polar
El aquipo utilizado lo constituyan :
. Columna aspacifica para HPLC " DELTAPAK C4 " 
. Bomba da HPLC modalo Kontron 420
Formador da gradianta para HPLC Kontron 425 
Datactor U. V. a 220 nm Knauar 
Ordanador modalo Acar 500 
Intagrador Milton Roy CI 4000
Dabido a la sansi bi1i dad y pracisiôn dal sistama . sa llavo a 
cabo con raactivos cuali fi cados para su raalizaciôn .
Sa raalizô con axtractos da Carabro , Mucosa 
Intastinal y Médula Osaa .De ratas somatidas a los distintos 
tratamiantos . rasaRados con antar i or i dad .
Los homoganados sa raalizarôn con tanqaôn Tris - CIH 
25 mM , p H * 7 .  4 C p : v , l : 2 3
OO
Los picos prOtaicos procadantas dal ùltino paso 
rasaflado , cua^lian las caractaristicas propi as da la 
Matalotionaina . somatiandosa a otra postarior aluciôn an columna 
analitica , an conaxiôn con al aquipo da HPLC
Su aluciôn sa varificô con gradienta 
disoluci onas amorti guadoras :
formado p>or dos
Tampôn A ; Tris- CIH 25 mM ; pH 7.4
Tampôn B : Tampôn A an proporciôn 60 % da 
Acatoni trilo
A conti nuaci ôn 
emplaado :
datai1amos al flujo y al gradiante
TTEMPO FLUJO TAMPON A TAMPON B
CmirO C ml xmi n3 C % 3 C % 3
0. O 0.5 100 0
5. 0 0. 5 lOO 0
00.0 0. 5 0 lOO
lOO. 0 0. 5 0 lOO
110.0 0.5 100 0
120. 0 0.5 lOO 0
120.1 0. 0 100 0
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La bowiba afactûo su funclôn entra un mlnlmo da O bar y 
naxlno da ISO bar .
Las fraccionas aluidas a través da la citada columna . sa 
racogiarân an un colactor da fraccionas Ultra Rac .
Las fraccionas protaicas fuarôn datactadas a una longitud da 
onda da 220 nm . an consonancia con la técnica amplaada por 
Hunzikar y Kigi C 64bis 3 , amplaado para la saparaciôn da
Mataloti onai na an Higado Humano .
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7 . -  ESTU D IO  E S T A O lS n C O  i
Sa procadio al calculo da la Madia C X 3 . Dasviaciôn 
Standard da los valor as madi os C S 3 . asi como a la datarminaciôn 
da la significaciôn astadistica raspacto a grupos control . por 
al procadimianto astadistico conoci do por " t da Studant " C t 3
/ E C  X - X 3
+ n — 2
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La racta da ragrasiôn corraspondianta a los valorx 
madi os da cada grupo . asi como su coaficianta da corral aci ôn : 
raalizô por al método astadi stico da los Minimos Cuadrados :
y » bx a
Zxy-x Zy 
Zx*-x Ex
a » y - bx
n E X y E x E y  
/ n  E Cx32 - CE x32 3 C n E Cy32 - C E  y32 3
04
IV. RESULTADOS
95
IV .  RESM.TADOS t
1. CONTROL DEL CSTADO ANEMICO t
La avoluciôn da los parAmstros flsiolôgicos astudiados , 
sufran una transf ormaci 6n rutinaria an al transcurso dal 
dasarrollo da la anamia farropénica . Induclda an la alaboraclôn 
dal prasanta trabajo .
Dlsmlnuyan la Haaoglobina . Hanatocrlto y Fa sérico . an 
canbio sufra un aumanto la capacidad da fljaclôn da Fa an suaro , 
duranta al parlodo da inducciôn al astado anémlco .
En las tablas 1 . 2 , 3  y an las cor r aspondi antas 
figuras 1 .2 y 3 sa puada obsarvar los valoras rafarantas al
curso da inducciôn dal trastorno anémico .
Para allo , considaramos los parAmatros flsiolôgicos . 
taniando an cuanta la supar vi si ôn da asta astado . refarido a los 
animalas control
Esta dosis sa cor r asponda con la mAxima concantr aci ôn d# 
matalotionaina , an Carabro . Mucosa Intastinal y Médula Osaa da 
las ratas control y an astado da anamia farropénica .C tablas 19 . 
18 y 20 3
Asi mismo . sa obtuviarôn valor as muy similaras da 
protainas totalas . con las dosis amplaadas an al tratamianto , 
rasultando unas difarancias tanto an al grupo control como an al 
anémico no si gni fi cati vas astadi st1camanta .
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Tales resultados , se contem^lan en las tablas 10 y 11 .
Tabla 1 : Ko lores de Hb durconte el procaso de inducciôn 
al astado ananico .
Periodo de Inducciân g Hb / lOO ml ratas estado
a la anemia <dioa> ratas control anémico
1 15.75 + 0.25 14.5 ♦ 0.5 N. S.
5 15.15 + 0.15 13.2 + 0.2
10 15. 35 + 0. 25 10.15 + 0.15 tHHt
15 15.1 + 0.1 0.3 + 0.3 MMM
20 15.15 + 0. 05 8. 3 + 0. 1 WWW
25 14. 35 + 0. 05 7. 2 + 0. 1 .
30 14.7 + 0.1 7 + 0.1
S.E.: Grado de slgnificacldnestadistlca respecte a
los contrôles
N. S. : No Si gni fi cati vo
: P < O. 001
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Tdbla Z : Valor*» do Homatocrito durant* *l poriodo 
d* induceion al ootado anomieo
Psriodo d# inducciôn Animalss Control Animales *n
a la anssia < dia* > C X Hto 3 sstado ansmico 
( M sie )
1 41. 5 + 0.5 40.5 + 0.5 M.S.
5 40.5 ♦ 0.5 30.25 + 0.25 N.S.
10 40.5 + 0.5 38.25 + 0.15 M
15 4 1 + 1 36.25 + 0.25 »
20 41.75 + 0.25 35.75 + 0.25 «•H»
23 40.5 + 0.5 27 + 1 IMM
30 40.25 + 0.25 17.5 +0.5 MM»
S. E.
M.S.
Grado d* slgnlfIcaciân respecto a 
contrôlas 
No si gni f i cati vo 
P < O. OS 
P < 0.001
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Tablo 3 : Capacidad, da fijacion total da Fa on avaro 
duranta al procaao da inducciôn al amtado 
andmico .
Anim&lAnimal ControlPmrlodo dm inducciân
•stado anâmico 
pg Fa / 100 ml 
sumro
a la anmmia < dloa > pg Fa y 100 ml
70.95 + 0.95 N.S.
48.8 + 0. 2
30.8 ♦ 0.110 71.78 + 0.21
70.85 + 0.05 20. 85 + 0.1515
M.  81 +0.08 8.875 + 0.1220
8.785 + 0.2025 67.85 + 0.05
30 œ .  82 + 0.17 5. 845 + O. 05
S.E. : Grado dm significaciân respmcto 
controlms 
N.S. ; No Si gni fl cati vo
: P < 0.001
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2. CONTROL DEL PESO , ALIMEHTACICM Y BEBIDA %
Expresamos el peso de los animales en g . . la com!da 
ingerida en g / 100 g rata / dia y el agua de bebida en ml / 100 
g rata / dia . Refer ente a animales control y en los someti dos al 
proceso de inducciôn de anemia ferropénlca , a lo largo del 
proceso Indlcado , se reseMan en las tablas 4 , 5 y O y en las 
figuras 5 , 6 y 7 .
104
Tabla 4 : P»mo en g d» ratas control y »om»tidaM al 
•mtado do anomia /orropontca
Poriodo do inducciôn 
a  la anomia < dCoa >
Animales Control
<g p##e y rota > <g
Animales en 
estado anômico
P##o y rota >
2 1 0 0 , 5  + 0.1 1 8 5  + 1 «HH*
4 1 7 0  +  1 1 8 0 . 5  + 1 . 5 «HM*
5 1 0 3  +  1 1 0 7  + 1
â 1 8 8  +  1 1 0 0 . 5  + 0 . 5 e e e
10 1 9 7 . 5  î 1. 5 1 0 0 . 5  + 0 . 5 N.S.
12 2 1 4 . 5  +  0. 5 100.1 + 0 . 1 « M »
14 2 1 0 . 3 5  +  1 0 . 3 5 100. 5 + 0 . 5 N. S.
10 224. 45  + 0 . 0 5 2 0 0 . 7 5  + 0. r a «HH»
18 2 3 1 . 2 5  + 0 . 7 5 200. 0 5  + 0 . 2 5 «MH*
20 2 3 0 . 2 5  + 1 . 7 5 188. 0 5  + 1 . 1 5 •HM*
22 2 4 1 . 1 5  + 1 . 3 5 2 00 + 1
24 250. 3 3  + 0. 01 200. 8  + 0 . 2 «HH*
26 2 0 0 . 0 5  + 0 . 4 5 2 1 3 . 5 5  + 1 . 0 5 «HH*
105
s.E.:Grado de Si gni fi caci 6n 
N. S. : No Significative 
: P < 0.001
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Tabla 5 : Alimenio ingvrido an g / iOO g rata / dia
an loa grxipos d» aatxid-io , dxiranta al pariodo 
da irvduccion al procaao anamico
Période de inducciôn Animales Contrôles Animales en 
a la anemia estado anémico
< dia# > <g XlO O g  rota /dia Xg/lOOg rata /dia)
1 12. 75 0. 13 6. 87 + 0.0 2
2 1 2 . 0 2 * 0. 0 3 6. 01 + 0 .  04 «HHt
4 11. 82 ± 0. 0 0 7 8. 7 0  + 0. 0 9 «Ht»
6 1 2 . 5 7 0. 2 7 6. 97 + 0. 1 3 «Ht»
8 12. 71 0. 30 8. 94 + 0.1 5 «t«t»
10 11. 78 ± 0 . 1 3 7. 77 + 0.1 9 «Ht»
12 11. 6 9 0. 05 6. 8 8  + 0.0 2 «t»»
14 10. 58 î 0. 06 8 . 2 8  + 0.0 3 «t#t»
16 10. 22 + 0. 0 2 5 10. 49  + 0. 01 «t«t»
18 10. 75 + 0. 05 10. 3 + 0. 1 tt*t»
20 8.8 ; + 0 1 1 0 . 2  ± 0 . 1 «t*t»
22 9 . 5 5 + 0 . 0 5 8. 6  + 0. 2 *t«t»
24 9. 5 + 0. 2 10. 2 5  + 0. 04 «t»»
26 10. 2 5 + O. 15 11. 05  + 0.0 5 «t«t»
S. E. : Grado de Signiricaclân
P < O. OOl
108
UI lO -* OJ tn (O
er>
cn
Û-
o'
03
03
00
O
a
o>
00
N3
o
N)
03
N>
00
A  Î2.
S »
o * 
2. (Û
o g
Q  (Qf -n> Û
3 \  
Q  9:
109
Tabla ô : Agua dm Bmbida «n m.1 / iOO g rata / dia mn 
lo* grxipom dm animalmm mn mmtyjdio durant* 
•l pmriodo dm inducciôn a la anmmia .
Perlodo de inducciôn Animales Control Ani mal es en
a la anémia estado anémi co
<mlxiOOg rota /dia > (mL/ioog rala.^ di.a>
2 12. 5  + 0. 1 10. 0 5  + 0. 05
4 15. 3 + 0 . 1 5 24. 4 5  + 0 . 1 5 •HH*
6 1 3 . 3  + 0.1 1 8 . 4  + 0 . 2
8 1 3 . 7  + 0 . 2 1 8 . 7  + 0 . 5 W H *
10 1 0 . 2 5  + 0 . 2 5 13. 3 + 0 . 2 *****
12 13. 8 5  + 0 . 0 5 1 7 . 4 5  + 0 . 0 5 ******
14 10. 2 5  + 0 . 1 5 22. 2 + = 0.1 ******
16 10. 3  + 0. 1 19. 1 + 0 . 1
18 12. 5 + 0. 1 19. 3 5  + O. 15 ******
20 9. 6 + 0. 2 18. 1 + 0 . 1 ******
22 10. 1 + 0. 1 25. 5 + 0. 2 5 ******
24 10. 2 5  + 0. 05 23. 5 + 0. 1 5 ******
26 8. 3  + 0. 1 20. 6 5  + 0. 15
S. E. : Grado de Significacidn
P < 0.001
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Como podomos obsorvjir *n la tabla 4 y figura 5 . la 
diferencia de peso en anbos grupos de animales es manifiesta a 
partir del dia 12
En la tabla S y figura O . la ingestiôn de alimento 
par el grupo control y el de estudio , résulta patente los 14 
primeros dias del proceso inductor de anemia ferropdnica . en 
dias sucesi vos . los val or es son muy similar es en ambos 
grupos .
Por ello , es posible culmine la adaptaci6n de los animales 
sometidos al estado de anémia ferropAnica .
En la tabla 6 y figura 7 . comprobamos la diferencia 
de agua ingerida en dichos grupos .
Los animales en trastorno anémico consumen mayor 
c anti dad de agua respecto de los contrôles , debido a las 
necesidades de reposiciôn de la Volemia .
3. ELECdQN DE LA DOSIS DE CADMIO :
Los resultados estAn contenidos en una serie de tablas 
donde se refleja el grupo de animales sometidos a este 
tratamiento y el nùmero de dias del citado , consist!endo la dos!s 
en 1 mg Cd X kg rata X dia . admi ni st r ado a partir de una 
disoluciôn estable de Cl^Cd . mediante sonda intragAstrica .
Se realizô, con los datos obtenidos , mediante los 
procedimientos estadisticos reseRados en Material y MAtodos , el 
valor medio de cada lote experimental , desviaciân standard de la 
media y la significaci6n estadistica C " t de student " )
112
Parti endo de loe valorem medios se hace la
representacidn gràfica de los puntos correspond!entes a los 
distintos pasos y parAmetros de los experimentos realizados 
observandose el consi gui ente conq^ortaaiento de los distintos 
grupos .
3.1- Tratamiento con HlM*ro Radlactivo *
En la tabla 7 observamos la incorporaciôn de Fe 
estable y radiactivo C radionucleido - 59 3. admi ni strado en dosis 
de 2 pci. , por via intra cerebro ventricular > durante 2 dias .
El grupo correspond!ente a ratas anémicas , présenta 
mayor nivel de radioactividad . a los 2 dias de su admi ni str aci 6n 
respecto a los contrôles > como podemos con^robar en la figura 8
113
Tabla 7 c p m. d» Fa - 59 / g an ratas control y 
ananicas , daspuas da admi ni s trac ion por via intracarabro 
vantrievlar
arupoa d* Organom Eicp*ri*ncia 2 do»t» d*
A n i m a l * » Basai F* *»tabl»
Ratoa control
M .  i n t * » . SOB*OP*PO
Cncofalo Z972S. 1*7#. P *38202. 0*9
C*r*b*lo 20*09. 1*9 337117. 94f
M.Oblon. IIO. 39*0. 1 1*931*0. 12
M .  0»*a 1 2 0 .  a p * 0 .  l O 209P3. 9*1. 2
Andmieo»
M. I n t * » .  221# 9*9* 923077. P* 9*
Enc*falo 2SBaa. 2*39 203271P 2**3
N. S.
C*r*b*lo *9#0 9*10 30P3S0*. 0*0
M .  Oblon. •:* 23132 9*0
• ••
U. 0»*a 07P. 0*5
114
s. E. Grado d# SI gni fi caci 6n raspacto a
contrôlas
*HH* ; p < O. OOl
*H* : P < 0.01
N. S. : No Signiflcatl VO .
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Tabla 8 mg d» proteinas total»* / g en rata*
Control y Anemica* tratada* con di*tinta* do*i* d* 1 mg Cd / hg 
rata / dia , admini*trado intraga*tricam*nt* por sonda .
Tscnica d* Lovry modificada por Wartree .
<!• Cl
Ratos Control
». 00*0 5
e.SR*o.e
a. 77*0.4
2. 110*0. 27
a. 19*0. 92
4.14*01. 97*0. 5
117
s. E. : Grado d* Significaciôn respecto
contrôles .
P < 0.001 
p < 0.01 
p < o. 05
No SignificativoN. S.
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En las tablas â y 10 asi como en las figuras 10 y 11 . 
se contemplan los valores de Hemogloblna y Hematocrito durante el 
période de tratamiento con métales , C Cd y Fe D tanto en animales 
control como en estado anémico .
Tabla Q Valor-»s de H»moglobina en ratas Control y 
Anémicas en el psriodo de tratamisnto con Cd y Fe .
Tratamiento
con métal*»
Cd cd
S. E. Grade de Si gni f i caci ôn respecto a
contrôles
*** : P < O.001
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Tabla. tO Valor-^s do Homatocri ta on ratas Contrai y on 
ostado anémico dxaranto ol tratamionto con Fo y Cd .
Cd
S.E. Grado de Significaciôn respecto a 
contrôles
: P < O. OOl
Como podemos apreciar , el Cd agudiza el trastorno 
anémico , experimentando una disminuciôn tanto la concentraciCn de 
Hematocrito como de Hemoglobina en ambos grupos de trabajo .
En cambio el Fe repone los paramètres f i si olCgi cos 
desviados durante el proceso del estado de Anémia ferropénica .
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4 - PURI FI CACI W  DE LA METALOTIONEINA EN RATAS CWTROLES 
Y ANEMICAS SOMETIDAS A TRATAMIENTO COM METALES t
Las concentraciones de ProLeinas totales y 
Metalotioneina . procedentes de los extractos de Mucosa Intestinal 
Cerebro y M6dula Osea , sometIdas a distintos tratamientos . 
fuerôn homogenizadas con tampôn Tris - Cl H 25 mM ; pH = 7.4 
C 1:2 , P : V 3 centri f ugados a 40.000 r.p. m. durante 60 minutos , 
se indican en las tablas 11, 12 y 13 . asi como en las figuras
13 ,12 y 14 .
Las concentraciones de protei nas , en los diferentes 
grupos de ratas sometidos a los distintos tratamientos , prèsentan 
ligeros aumentos no significativos f rente a contrôles .
El grupo sobr esali ente respecto a contrôles es el
sometido a estado anémico recibiendo 6 dosis de Cd .
Asimismo coincide con los p.iveles mAs el evades de 
Métalotioneina en el présente grupo de animales .
124
Tabla tt Protainas Lotalam an axtrac tas da
Mxjcosa Inlastinal, Sat^atidaa a diatinto* trataiik.iantoa , 
homoganiaado» con tampôn Tria — CIH 2S rnM , pH = 7. 4 C i 2 , 
p : V ^ cantrif-ugadom a 40.000 r.p.m. 60 minatos
Grupo d* Animales mg prot. Totales / g M. Intest.
Control 8. 3+ 0.1
Control + 6 dos Cd 21.135 + 0.24 N. S.
Control + 6 dos Fe 3.12 + 0.4 N.S.
Anemia 20. 07 + O. 43 ******
Anemia + Q dos. Cd 28. 07+ 0. 07 ******
Anemia + g dos. Fe 23.14 + 0. 4 N. S.
S. E. : Grado de Significaci6n Estadistica 
respecto a contrôles
N. S. : No Significativo
*HH» : P < 0. OOl
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Tabla i2 Protainas totales en extractos de
Carobro , somatidos a distintom tratamiantos por homoganixaciôn 
con tampôn Trim — CIH 2S mM pH 7.4 C t:2 , p : v ^ cmntri/rigadom a 
40. 000 r. p. RL. durante 60 minutos :
Grupo de Animales mg prot. Totales / g Mucosa
Contr ol 2.04 + 0.55
Control + 6 dos. Cd 2. 80+ 0. 02 ******
Control + 6 dos. Fe 2. 70 + 0. 015 ******
Anemia 3. 415 + 0.55 ******
Anemia + 6 dos. Cd 3. 44 + 0.14 N. S.
Anemia + 6 dos. Fe 3. 34 + 0. 015 *HH»
S. E. Grado de Significaciôn Estadistica 
respecto a contrôles
N.S. :
M m  :
No Significati vo 
P < 0. 001
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Tabla 13 Protainas total»» »n axtractos d» Médtula 
Osaa somatidos a dis t into» tratasiisnto» , Komogsnisado» con tampôn 
Tri» ~ CIH 2S mM pH 7.4 C i : 2 , p : v ^ contrifyjgado» a 40.000 
r.p.m. àtrjrant» CO tiLinuto».
Grupo de Animales mg de prot. Totales / g Medula Osea
Contr ol O. 339 + 0. 01
Control + 6 dos. Cd 2.13 + O. 02
Control + 6 dos. Fe 1.26 + O.02
O. 70S + O. 05Anemia
Anemi a > 6 dos. Cd 2. 62 + 1.51
Anemia + 6 dos. Fe 2. 23 -t- 0. 89
S.E. Grado de Si gni f i caci 6n Estadistica 
Respecto a contrôles
: P < 0.001
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Tabla i4 : fjg d» Cd as tabla / g cerebro datactado an 
ratas Control y Anémicas a partir da administracibn da distintas 
dosis da i mg Cd / kg rata / dia por via Intragastrica .
Grupo Animales Experiencia
Basai
3-dosis de Cd 6-dosis de Cd
ratas control 0. 37 + O. 005 0. 76 + 0. 017
0. 90 + O. 05 0.931+ 0.015 0.96+ 0.015ratas anémicas
N. S.
S. E. : Si gnificaci6n Estadistica respecto a Contrôles
*** : P < 0.001
N. S. : No Significati vo
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Tabla 15 : fig da Cd as tabla y g da M. I.datactado an 
ratas Control y Anésiieas a partir da adninistraciàn da distintas 
dosis da 1 mg Cd / hg rata / dia por via intragastrica .
Grupo de expert e n d  a 3-dosts de 6-dosis de
anlmales basal Cd estable Cd estable
ratas control 0.86 + 0.02 0. 96 + 0. 001 0. 961 + 0. OOl
ratas anOmi cas 0.01 * 0.001 0. 98 * 0.002 0. 99 + 0. 006
« •H»
S. E. : Signiflcaciôn Estadistica respecte a contrôles
*H* ; p < 0.01
*• : p < O. OS
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Tabla iG : pg d» Cd asLabl» y g H. O. dmtactado an ratas 
Control y Aném.icas a partir dm administraciàn ds distintas dosis 
d» i mg Cd / kg rata / dia por via intragastrica .
grupo da 
ani malas
axpariancia
basai
3—dosi s da 
Cd astabla
8-dosi s da 
Cd astabla
ratas control 0.33 + 0.003 0.3 + 0.001 0. 70 + 0.005
ratas Anémi cas 0. SI + 0. 07 0. 81 + 0. 02 0.87 + 0.07
«HH» WWW
S. E. : SignifIcaciôn Estadlstica respecto a contrôlas
•HH* : p < O. OOl 
» : p < O. OS
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Tabla 17 ; c.p.m. d» Fa - 59 y g da tajido an ratas 
control y anàm.icas dasffués da adainistraccibn da 2 pci da Fa ~ 59 
administrados por via intracarabro vantricvlar dos dias antas dal 
sacri/icio .
c. p. m. Fe - 50 /' g tejidoteji do
TAtas control
205.035 +1.2M. Osea
208202 + 581
300.117 + 555Cerebalo
M. Obi ongata
1. 470M. Intestinal
ratas anémicas
52.200 + 5001
4382.271 + 4800Encef alo
387.880 + 5354Cerebelo
1.037 + 2.40M. C&l ongata
2. 313 + 54. 5M. Intestinal
S. E.; Significacibn Estadistica respecto a contrôles 
«HH* : p < 0. OOl
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Tabla 18 : Concantraciôn da Matalot tonatna an axtractos
da Mucosa Intastinal da ratas somatidas a distintos tratamiantos 
daspués da homoganisar y cantrifugar an las condicionas 
rasaftadas an matarial y tnétodos .
Grupo de Animales pg Metal/g M. In. pg 
C Zahler y Cleland D
Metal/g M. In. 
C E. A. A. 3
Control 1.045 + 0. 005 0. 05 + 0. 35
Control + 6 do Cd 10. 8 + 0 . 2
«HH»
9 + 0.1
N.S.
Control + C do Fe 1.015 + 0.15 
N. S.
0. 35 + 0.05 
N.S.
Anemia 1. 07 + 0. 09 
a*H*
0.145 + 0. 01 
N.S.
Anemia + 6 do. Cd 10. 95 + 0.15 10.425 + 0. OO 
N. S.
Anemia + 6 do. Fe 1. 125 + 0. 275 0. 73 + 0. 04
S. E. Grado de significaciân 
Controles .
: P < 0.001 
: P < 0.01
respecto a
N. S. : No Significative
Zahler y Cieland : Deteraiinaciôn de Métalotioneina por 
el método de grupos disulfuro .
E. A. A. Valoraciôn de Métal otioneina por saturacidn con 
Cd y posterior determinacidn del citado por 
Espectroscopia de Absorciôn Atomica .
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Tabla 19 : Concantraciàn da Matalotionaina an axtractos 
da Carabro da ratas somatidas a distintos trata/niantos , dasfntés 
da homoganisar y cantri/xigar an las condicionas rasafiadas an 
matarial y métodos
6r upo de Ani mal es pg Metal/g Cerebro 
C Zahler y Cleland 3
pg Metal/g cerebro 
C E. A. A. 3
Control 3 + 0. 44 0. 14 + 0. 05
Control + 6 do. Cd 3. 49 + 0. 44 0. 42 + 0. 01
Control + 6 do Fe 2. 43 + 0. 31 0. 33 + 0.06
Anemia 3. 47 + 0. 12 0. 7 + 0. 1
Anemi a + 6 do. Cd 5. 38 + 0. 06 0. 95 +0. 05
N. S.
Anemia + 6 do. Fe 2. 45 + 0. 45 0. 43 + 0.1
S. E. Grado de Significaciôn Estadistica respecto 
a Contrôles
p < 0.001 
*H* : P < 0 . 01 
N. S. ; No Signif1cati vo
Zahler y Cleland : Determinacidn de Métalotioneina por el 
método de grupos disulfuro .
E. A. A. Valoraciôn de Métalotioneina por saturaciôn con Cd y 
posterior deter mi naci ôn del citado por 
Espectroscopi a de Absorciôn Atomica .
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Tabla 20 : Concentracibn dL» H«talotion»ina en axtractos 
de Médxila Os»a de ratas somstidas a distintos tratamisntos , 
dsspxibs de homogsnisar y csntri/ugar en laie condicionss rsssfiadas 
en material y nuétodos
Gtufhd Animales /jg Métal. / g M. O. 
C Zahler y Cleland D
pg Métal./ g M. O.
Contr ol O. 07
Control + 6 do. Cd 2. 65 + 0. 25
Control do. Fe O. 97 + 0. 07 O. 22 + O. 004
Anemi a + 0. 22 O. 36 + O. 01
Anemi a
Anemi a O. 43 O. 06
N. S. N. S.
S.E.: Significaciôn Estadistica respecto a Contrôles 
*** ; P < O. 001
«H* : p < 0. 01
N.S. No Si gni f i cati vo
Zahler y Cleland : Determinaciôn de Métalotioneina por el
método de grupos disulfuro .
. E. A. A. Valoraciôn de Met al otioneina por saturaciôn con Cd 
y posterior deter mi naci ôn del citado por 
Espectroscoipa de Absorciôn Atomica .
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En las tablas 11 . 12, 13 y 18 .10 ,20 s* *)^*san las
concentraciones d* proteinas totales y Métalotioneina en los 
extractos de Cerebro , Mucosa Intestinal y M*dula Osea 
procédantes del ai siami ento y purificaciôn de la proteina motivo 
de estudio , en los distintos grupos de ratas .
A ) Sobr enadante procédante de ultracentri fugaci 6n a 
40.000 r.p. m. durante 60 minutes , de los homogenizados 
correspond!entes a Cerebro . Mucosa Intestinal y Médula Osea de 
ratas control y anémicas , sometidas a diferentes tratamientos con 
tampôn Tris-CIH 25 raM , pH 7.4 C p : v , 1 2 3
B D Sobr enadante procédante de la
ultracentri fugaci 6n a 40.000 r.p. m. durante 60 minutes , extracto 
procédante de tratamiento con calor a 80* C durante 5 minutos del 
sobrenadante recogido en el paso anterior .
En las figuras que se reseRan a conti nuaci 6n , se 
observa la diferencia de comportamiento cromatogrAfico referente a 
los distintos extractos motivo de estudio , en columna de Sephadex 
G - 50 calibrada previamante .
Las fracciones recogidas a partir de la eluciôn a travôs de 
la citada columna , se procedio a determinar las concentr ac i ones
de Fe . Cd , Cu y Zn ; asi como las absorbancias obtenidas a 254
nm y 280 nm
En la fig.25 contemplamos la calibraciûn de la columna de
Sephadex G - 50 con proteinas de peso molecular conocido :
- f)— Lactogl obi na C Mr = 18.400 )
- Lisozima C Mr = 14. 000 D
- Ribonucleasa C Mr = 13. 700 D
- Ci tocromo C c Mr = 12. 000 D
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Representando en el eje de abacisas , el peso molecular de 
las prpteinas reseRadas y en el de ordenadas el coeficiente de 
reparto C Kr D de cada proteina .
Una vez obteni da la recta . extrapolamos el Kr
exper i mental mente encontrado de la proteina con Fe o Cd ,Cu o 
Zn. segttn el tratami ento recibido por los animales con dichos 
elementos . de tal modo se obtiene su peso molecular .
En la fig. 26 contemplamos el perfil cromatogr&fico en 
Sephadex G - 50 de un extracto de Cerebro de rata control .
Présenta 2 picos protéicos . de los cuales el de menor 
peso molecular présenta baja absorciôn a 280 nm .
En la fi g. 27 la composiciôn en métales al respecto.
En la fig 28 apreciaroos el perfil cromatogrifico a traves 
de Sephadex G - 50 de un extracto de Mucosa Intestinal de rata 
control .
Se manifiestan 2 picos protôicos . el de menor peso 
molecular escasa absorciôn a 280 nm .
En la fig. 29 contemplamos su composiciôn en métales.
En la fig. 30 observâmes el perf il cromatogr 4f i co en 
Sephadex G - 50 de un extracto de Môdula Osea de rata control
Presentando 2 picos protéicos , con minima absorciôn a 280
nm.
En la fig. 31 se contempla su correspondiente composiciôn 
en métales .
Eln la fig. 32 se présenta el perf i 1 obteni do de la eluciôn
a través de Sephadex G - 50 de un extracto de Cerebro , tratado
con Cd i ntr agastr i camente , por sonda .
Dandose la particularidad de presentar mayor absorciôn a 
254 nm el pi co de menor peso molecular , con respecto al extracto 
control
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Estas fracciones asoclan Cd . Cu y Zn , como podemos 
comprobar en la fig 33 .
Similarmente podemos observar en los casos referentes a 
Mucosa Intestinal fig 34 y 35 . asi como en Médula Osea fig 36 y 
37 .
En las fig. 38 y 39 contempl amos el perf il cromatogréf ico 
a través de Sephadex 6 - 50 , de un extracto de Cerebro procedente 
de rata provista de anemia ferropénica .
Observâmes el pico de mayor concentraciôn es el que mayor 
absorciôn présenta a 254 nm . con presencia de Cd . Cu y Zn .
De igual modo podemos indicar para el caso de Mucosa 
Intestinal fig.40 y 41 .
En cambio estas indicaciones se presentan en Médula Osea . 
con una incidencia muy exigüa . como podemos apreciar en las fig.
42 y 43 .
La representaciôn de las Densidades Opticas deter mi nadas 
a 220 nm por HPLC , se pueden contemplar en las figuras :
44 correspondiente al cromatograma de Métalotioneina 
patrôn de conejo » a 220 nm de Densidad Optica .
Figura 45 . en las condi ci ones anteriormente indicadas , 
per fil correspondiente a Médula Osea Control . fig. 46 referente 
al perf il de Médula Osea tratada con 4 dosis de Cd y la fig. 47 
corresponde al perfil de Médula Osea tratada con 6 dosis de Cd .
De igual modo se comprueban los perfiles correspond!entes 
a los mismos tratamientos indicados . en Cerebro C fig. 48 control 
49 tratado con 4 dosis de Cd y 50 con 6 dosis de Cd )
Asimismo en las f i g. 51 correspond!ente a Mucosa 
Intestinal control , fig. 52 del mismo tejido con 
tratami ento de 4 dosis de Cd y la 53 Mucosa Intestinal con 6 
dosis de Cd .
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&I
i
DEFAULT 0
NORMALIZATION METHOD USING AREA
T I «  
24. 06 
27. 82
33. 30
34. 29 
41. 25 
45. 71
AREA
222579
153936
6671365
XAREA 
23 55983229 
1 746287142
14 11445395
1. 2877:
52. 341!
PK NAME
TOTAL 12745842 99. 99987446
FIG. 44 METALOTIONEINA PATRON DE CONEJO
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IEEE NO S#we»LE
24 465
METMOD
l«TMOD4
TIKE 
t» e» 03
DATE 
e e -  M  e e
RUN TIME 1 20 00
MEDULA OSEA COmTHOL
DEFAULT 0
NORMALIZATION METHOD I'&IMC AREN
Tire AREA ;.AREA PI
16 79 2070 5 224230447
39. 66 37393 94. 77323776
t o t a l 99 99747621
IEEE NO
24 S472R1
METHOD
METHOD4
TIME 
23= 36
DATE
e» 0» «
AUTZ
16 25 17 23
24. 34
30
41 50 42. 27
43.
RUN TIME
FIG. 45 ::e d u l a o s e a con 4 D. CADHIO
RECALC USING METHOD 41
DEFAULT a
NORMALIZATION rCTNOD USING AREA
TIME AREA %AREA
16 25 80016 1.049083042
17. 23 72063 0 859614400
24. 34 170022 2 028029167
30. 04 1635372 1 9. 74580749
41. 58 5011604 59 77849109
42 27 719693 SP 8. 584732300
44. 10 639401 S 7. 866309771
43 53 7153 0 083347132
TOTAL 8383410 99. 99823460
PK NAME
n o
IEEE NO SAMPLE METHOD TIME
24 S473 METHOD4 03 1 8 2 2
DATE
»= 00 PA
AUTZ
r
r
RUN TIME 49. 99
FIG. 47 wEDULA OSEA 6 D. CADKIO 
RECALC USIHC METHOD 4
DEFAULT 0
NORMALIZATION rCTHOD USING AREA
TIME AREA %AREA
5. 22 681532 4. 056461040
16. 89 66743 0 397250051
23. 78 1189402 7. 079456490
29 34 3121870 1 8. 58134572
40. 00 249860 P 1. 463362981
40 54 10953334 63. 19549451
43 29 507833 SP 3 022632378
'14 21 341 79 S 0 283431 330
TOTAL 16800753 99 99943454
PK NAfC
IEEE NO
24
SAMPLE
463
METHOD
METHDD4
TIME 
0» e» B7
DATE
00 00 00
AUTZ
3. 77
7. 81
30 04
RUN TIME
FIG. CB
52. 44
CEREBHO CONTROL
DEFAULT 0
NORMALIZATION rCTHOD USING AREA
TIME AREA XAREA
3. 77 462469 21 32810336
7 81 21489 0 991027760
30. 04 06398 3. 993626304
39. 83 44412 2. 048180603
41. 10 1333387 71. 63740533
TOTAL 2168333 99. 99043199
IEEE NO SAMPLE METHOD TIME
24 455 METHOD4 04< 24< 09
DATE
AUTZ
5. 24 5. 94
7. 73
31. 81
40 29
42. 73
RUN TIME 65. 44
FIG. 49 CEREBRO 4 D. CADHIO
DEFAULT 0
NORMALIZATION METHOD USING AREAr
TIME AREA XAREA
5. 24 575450 15 79341436
5. 94 266679 7. 31 9296304
7. 73 1150936 31. 58869506
22. 85 16062 0 440839125
23. 13 40923 1. 1 231 48967
31. 81 43352 1 189842970
40. 29 20589 0 565087503
42. 73 1529515 41. 97833076
TOTAL 3643506 99 99865514
173
tEEE NO
24
S»4*>1_E METHOD 
S436 METHOD4
riME 
1 S' SI < 03
DATE 
23 05 89
AUTZ
ATTEK
IS. 84
2S. 48 26. 03
30. 8S 31 47
4Z 47
RUN TIME 50. 56
FIG. 50 CEREBRO 6 D. 
RECALC USING METHOD 4
DEFAULT 0
NORMALIZATION METHOD USING AREA
TIME AREA XAREA
5. 40 817707 4. 883233033
15 .84 55104 0 329208292
25. 40 2317583 P 13 84595568
26 03 1160789 6 934911522
30. 85 643333 P 3 943493678
31. 47 2894391 17 29198458
42. 47 4242322 P 25. 34417542
42. 83 1692374 P 18 11076427
43. 44 2914716 1 7. 41341240
TOTAL 16738339 99. 9991 3969
I7f
IE E E  NO SAMPLE METHOD T IM E
2 4  S 473R 1 f tT H O IM  03^ 1 2 S
HATE
y finp, ^
AUTZ
65
11. 33
17. 74
21 38
25 OS
30 68
41. 92
RUN TIME 50. 11
FIG. 51 WUCOSA INTESTINAL CONTROL 
RECALC USING METHOD 4
DEFAULT 0
NORMALIZATION METHOD USIHC AREA
TIME AREA XAREA
7 65 155693 0 283755848
9 1 3 56182866 73. 52855438
11 33 2982964 S 3. 799214487
1 7. 74 11452 0 014987648
21. 38 73419 0. 096083494
25 08 1355021 1. 773365190
30. 68 3424479 4. 481656267
38. 48 542025 0. 709367801
41 08 347308 P 0 454524122
41. 92 9988346 13. 06130620
44. 20 808860 SP 1. 058963515
45. 51 625153 S 0 818168433
TOTAL 76409586 99 99953932
fT3
IfiEC NO
24 43f tCTN0»4 1»4«*S9 2» <
42. 4« 42. 83
48. 28 48. 98
FIG .
128. 08
Mucosa Intestinal
14. 88
14. 47 
15 83 
18. 28 
28 28
28 83 
38. 89 
31. 48 
42. 48 
42. 83 
4X 43 
48. 28
wREA 
817787 
187138 
1 81 81 4 
118787 
88849 
4894 
2285393 
1218972 
843414 
2894512 
4242322
8. 88974181 7 
8. 381298688
8. 8278983*?^ 
13. 19312 88
7. 82593^j88 
3 714315897 
18. 70992881 
24 49884398
9. 977483278 
17. 81861849
8. 324979284
ire
IEEE NO
24
METHOD
METHOD4
TltC
es> a» 09
20. 18
23 76
23. 43
27. 42
29 21
31. 23 
34. 83 34. 38
37.
». 18 40. 49 41 18
42. 98
RUN TIME 50. 00
rIG. 53 .iUCOSA INTESTINAL 
RECALC USING METHOD 4
6 D. CADMIO
DEFAULT 0
NORMALIZATION METHOD USING AREA
TIME AREA %AREA
5. 23 744002 2. 853181066
23. 76 6379398 P 23. 23072738
23. 43 239570 S 0. 918729303
27. 42 39897 0. 132997388
29. 21 8699401 33L 36142405
30. 34 20427 SP 0. 078335716
31. 23 462200 s 1. 772326302
34 03 11136 p 0 042705363
34. 58 56472 0 216365064
37. 64 338687 1. 298803646
39. 98 167083 p 0 640748347
40. 18 291846 p 1. 119203283
40. 49 4832422 p 1& 60811310
41. 18 1492695 p 3. 724331696
42. 98 1801667 p 6. 909231657
44. 13 279363 1. 071339765
TOTAL 2 6 0 7 6 2 2 8 99. 99898374
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V . DISCUSZON >
La Mataiotioncina . protalna motive da astudio an asta 
trabajo . ast4 todavia per aclarar la funcidn fisiolôgica 
aspacifica C 08 . 60 D Per las aportacionas da numarosos
autoras . sabamos qua liga raatales a indican la conaxiôn da la 
citada protaina C 48 3 con el matabolismo dal hiarro y su
homeostasis , no debaria dascartarsa , la participacidn da asta 
protaina da bajo peso molecular . an numarosos procas os da 
regulacibn an los qua intarvangan matalas .
La posibla funciôn raguladora da la Matalotionaina puada 
cimantarsa an los hachos siguiantes :
La parti ci paci 6n da la mis ma an al incramanto da la 
actividad , madianta astimulo al*ctrico an al conducto deferante 
da ratdn , motiva un posibla afacto sobra la mambrana neuronal 
asi como an la sinapsis noradranérgica. En concrato podria 
expresarsa su i ntarvanci 6n al aumanto da libaraciôn 
prasinaptica da noradranalina , o bi*n por un incramanto da 
la per maabi 1 i dad da la mambr ana post sin&ptica para al Calcio 
C 117 , lOS D . Estos y otros hachos axparimentalas nos inclinan 
a pansar , an considerar asta protaina como raguladora dal 
matabolismo , y no as paci f i camanta como propia da un matai 
determinado .
En asta trabajo tratamos da aportar datos . sobra la 
participaci6n da la Matalotionaina an al matabolismo y la 
homeostasis dal Hiarro .La alacciôn da anemia farropenica para 
llevar a cabo nuastro astudio . sa daba a los siguiantes datos :
a)- La Absorcidndal Cd a nival intestinal . aumanta an animales 
déficientes da Fa .
bD-La administracidn da Cd an animales da exparimantacidn . 
induce astado da anemia hipocrômica o microcitica .
37*
cD-Los trabajos publicados de nuestro grupo de investlgaclôn . 
establecleron que la Metalotione!na se incrementa en duodeno , de 
ratas con anemia postheinorrAgica .En ratas con anemia ferrop*nica 
y posthemorrAgica la citada proteina se halla asi mi smo 
incrementada en mucosa duodenal y en cerebro en la homeostasis 
del hierro .
La Metalotioneina , proteina de bajo peso molecular con 
elevado contentdo de restos de cisteina en su molécula C 30 % 3 , 
asocia elevado n* de Atomos de Cd que ingresan en el organismo . 
asi como el aumento significative en la concentraciôn de esta 
proteina en riRdn e higado , tejidos mas selectivos de acumulo 
para la citada proteina .
Actualmente se ha comprobado "in vivo" la asociaciân de la 
molecula de Métalotioneina con iones Fe . no obstante en estudios 
"in vitro" , su estructura contiene principalmente iones 
diamagnéticos Zn C II ) y / o Cd C II D y en condiciones adecuadas 
origina complejos paramagnAticos Fe C II D.C 48 3
Los datos anteriormente expuestos nos han orientado en 
la posible par ti ci paci 6n . en el met aboii s mo intracelular del Fe 
de la Métal oti oneina y de su proyecciOn en la r egul aciOn 
homeostatica a nivel de cerebro
Actual mente se considéra que la absorcidn del Fe , estA 
r egul ada por las células de la Mucosa Intestinal C 49 , 27
. 46 3 , nos han facilitado sugerencias para aportar datos en
el estudio y ai si ami ento de esta proteina en " Cerebro 
Mucosa Intestinal y MAdula Osea" . asi como su relaciûn con la 
"Anemia" .
Como modelo experimental hemcs elegi do la anemia ferropénica , 
inducida por dieta déficiente en hierro ; y la rata por su 
facilidad de manejo , para tratar de dilucidar su mecanismo de 
absorcidn y homeostasis .
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El estado anAmico en ratas . se produjo mediante extracclôn 
de sangre por puncldn cardiaca . dos veces semanales , asi como 
administraciàn de dieta deficients en Fe . Segûn se ha descrito en 
material y mAtodos .
La combinacidn de ambos procèsos . se debe a lograr nuestro 
objetivo en un periodo de tiempo mas factible . ya que 
suministrando unicamente dieta . se alargaria demasiado el 
mismo y los resultados obtenidos son similares .
Fu* seleccionado el sistema de punciôn cardiaca . por 
resultar el menos lesivo para los animales , properci onando 
excelentes resultados > manteniendo el estado general del lots 
en experimentaci6n y baja tasa de mortalidad en la poblaci6n 
Otros métodos probados y desechados han si do Extraccidn de 
sangre por vena de la cola > arteria de la retina e 
impiantacidn de cAnula en la yugular .
Para supervisar el estado anémico , considérâmes los 
paramAtros intimamente relaci onados con el mismo : Hemoglobi na , 
hematocrito , proteinemia , hierro sArico , capacidad total y 
libre de f i j aci 6n de hierro en suero .
Hemos hecho mas hi ncapi * en las var i aci ones de hierro
sérico y hemogl obi na . de vital irqsortancia en an*mia 
hipocrômica
La evoluciôn de los resultados . sigue el curso normal a 
medida que se implanta el estado anômico . como podemos 
comprobar en el apartado de resultados .
El grupo de animales des t inado a recibir dieta déficiente 
en Fe . sufre una perdida de peso con respecte al grupo de 
control . estadisticamente significative a partir de dia 11
Taies diferencias pueden estar motivadas por la dinAmica 
de adaptaci6n de los animales a la nueva alimentaciôn
Respecte al consume de agua en los citados grupos .
percibimos una noteria diferencia entre los animales en proceso
anémico y control , si endo mas elevado en aquellos con el fin
de restablecer la volemia
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Flnalizado *1 proceso de implantaciôn del estado anémico . 
procedimos a la inducciôn de la biosintesis de Metalotioneina con 
Cd en los animales Control y Anémicos
Con la aplicaciôn de distintas dosis de Cd , elemento 
inductor de la citada proteina . C iOS 3 . nos hemos inclinado por 
la sexta dosis utilizada .
En principio el Cd , inhibe la absorciôn del Fe a nivel 
de Mucosa Intestinal . produce anemia en animales de laboratorio 
C 135 3 y en humanos C 48 3 , asi como sus efectos tôxicos son muy 
conocidos . C 118 3
Otros i nvesti gadores han estudiado el proceso anémico y 
observado que esta condiciôn fi si opatol6gi ca incrementa la 
absorciôn del Cd .Fe y otros métales en ratones C 54 , 141 3 y en 
humanos C 41 3 . Por ello considérâmes la util idad del estado
anémico en esta i nvesti gaciôn , que por las condici ones 
fisiolôgicas y de regulaciôn homeostAtica del animal , se hallan 
aumentadas las concentraciones en reacciones implicadas en este 
si ndr orne .
En los resultados se puede apreciar que la administraci ôn 
de Cadmio . como elemento marcador de proteinas con grupos 
tiôlicos C - SH 3 como la métal oti oneina . induce a una mayor 
i ncor por aci ôn de este métal en mucosa intestinal de ratas 
anémicas , con respecto a los animales control 
Del mismo modo la médula osea y cerebro de los animales 
sometidos a anemia ferropénica . acumulan mayor concentraciôn de 
Cd , que los mismos tejidos de los animales control Estos dates 
nos llevan a sugerir . que tratandose del marcaje de la 
métal oti oneina por el Cadmio , esta proteina pxxiria hallarse 
aumentada simultAneamente en los mismos tejidos .
En todos los cas os la acumul aciôn de Cd es superior en 
Mucosa Intestinal que en Médula osea y Cerebro .
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Parai•lament* los resultados obtenidos uti1izando el 
radionucleido Fe - 50 , nos indican de igual manera .superior 
i ncorporaciôn del isôtopo en Mucosa Intestinal . Cerebro y 
Médula osea de ratas anémicas que en las control .
Es decir , que tanto el Cd como el Fe-50 nos han si do de
•norme utilidad y eficacia en el marcaje de proteinas con grupos 
-SH C tiôlicos 3 . asociandose con enlaces mercAptidos
intimamente relaci onados con el estado anémico .
Los datos discutidos viene cor r obor ados por la deter mi naci ôn 
de la Métalotioneina . en los mismos tejidos donde se
determine cadmio . observandose un incremento de sus 
concentraciones en los animales anémicos desde el i ni ci o del 
tratamiento con Cd . de forma mas acusada que en los animales 
control . donde solo se détecta en cantidades apreciables la 
métalotioneina nativa en Mucosa Intestinal . sin embargo . en 
Meédula Osea y Cerebro la sensibilidad de nuestra técnica . o la 
reducida cantidad de tejido utilizada . impide su detecciôn
Un hecho interesante . puesto de manifiesto en este trabajo 
es que a medi da que se agrava la condiciôn anémica de la rata .
se incrementa paulatinamente la concentraciôn de métalotioneina
en Mucosa Intestinal y Cerebro ; sin embargo en Médula Osea el
incremento no es tan significative . respecto a animales control
Tanto en el tratamiento con Cd como en el estado de anemia 
ferropénica , se observan concentraci ones superiores de 
métalotioneinas respecto a animales control Es decir . la
métalotioneina es inducida tanto durante el tratamiento con Cd. 
como durante la agravaciôn del estado anémico del animal
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Segun Webb y Verschoyle . estos hechos tienen la
Interpretaciôn si gui ente . las dosis i ni ci ales del citado elemento
en animales de exper i mentaci ôn , pone en marcha los mecani smos de 
inducciôn de esta proteina . Una vez en acciôn , se procédé a 
secuestrar el métal , si gui endo la homeostasis su curso
normal .La métaloti onei na queda acumulada en el organisme 
0 tejido . o es 1iberada y se dirige a otros tejidos donde
realiza su funciôn biolôgica . aûn desconocida .
Nuestro estudio se centralize en 6 dosis de Cd de 1 mg
Cd / kg rata / dia . tanto en animales en proceso anémico como 
para los contrôles ; puesto que nos va a proporcionar los 
niveles idoneos de la proteina , para estudiaria mejor en sus
facet as Bioquimica , Toxicolôgica y Patolôgica .
BasAndonos en estas ci rcustanci as , optamos por emplear las 
mismas dosis de Fe . para poder establecer variaciones respecto 
a la sintesis de métaloproteina en relaciôn con este métal, 
tanto en ratas control como anémi cas y en los mismos organos .
En efecto los val ores de Hematocrito y Hemoglobina .
durante el proceso de tratamiento de las ratas anémicas con
esto elemento . los parAmetros fisiolôgicos tienden hacia
val or es normales . mi entras que . en los contrôles no se
observan variaciones .
Por el contrario . con el Cd se agudiza el proceso anémico .
con dismi nuciôn de las concentr aci ones de Hematocrito y
Hemoglobina , en ambos grupos de animales , control y anémico . 
esto se debe a la car acter i st i ca propia del Cd de producir
anemia en animales de laboratorio por competitividad con el 
hierro . impidiendo su absorciôn y transporte . Ampliamente 
descrito por numerosos autores . C 58 , 135 3
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En este trabajo se refleja también . que en la anemia 
ferropénica de la rata . hay un aumento de las proteinas totales 
respecto a las de las ratas control . Sin embargo las diferencias 
no son estadisticamente significatives
Su incremento es paralelo al de la métalotioneina .y este 
hecho acaece mas acusado , en animales anémicos con posterior 
tratamiento de Cd .
La Métalot i onei na , posee un condortamiento muy similar a la 
Transferrina . hecho que nos inclina a pensar , en una posibilidad 
de participaciôn fisiolôgica de aquella proteina en el 
transporte de Hierro o transporte dentro de la célula mucosal y 
su liberaciôn al borde opuesto . es decir a la sangre .
Esto résulta de gran interés . consi derando que hasta la
aictualidad . la transferrina ha si do consider ada como proteina de 
transporte de hierro , desde las superficies absortivas a la 
Médula Osea , quedando incor por ado a la fr acciôn hemo de la
molecula de Hemoglobi na . dandose esta circustancia tanto en el 
hombre como en un porcentaje elevado de animales . El descenso de 
la métalotioneina en la Mucosa Intestinal después de la
a.dmi nistr aciôn de hierro establ e . tanto si se deter mi nan sus , 
grupos tiôlicos , con Cd y absorciôn atômica . como con el Ac. 
5,5* - ditio bis -2 - ni trobenzoico , sugiere que la
métalotioneina es una proteina de transporte de hierro .
En la 1iteratora clAsica . se han descrito dos proteinas que 
unen hierro , r elaci onadas con su absorciôn , en diversas especies 
de animales . Una de 1as cuales se ocupa del almacenaje de 
hierro en tejidos , conocida por Isoferritina . C 89 , 104 ,
61 . 158 3 Relacionada di r ectamente con los almacenes
corporales de Fe e inversamente con la absorciôn de Fe .
La segunda proteina es la Transferrina . C 52 , 62 . 142 
,35 , 110 3 , vari ando sus concentr aci ones en sangre y
Mucosa Intestinal durante el transcurso de absorciôn e
incorporaciôn de hierro y depôsitos orgAnicos del mismo .
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Edwards y Hoke C 34 3 detallan la presencla de très
proteinas que unen hierro . en mucosa duodenal de ratones con 
anemia ferropénica .
De estas proteinas . dos son similares a Ferritina y 
Transferrina . en cuanto a los niveles de las mismas en relaciôn a 
ratones normales . concluyeron que los mécanismes en el interior 
de la mucosa , respecto al transporte de hierro suceden 
sati sf actori amente .con a la deficiencia de hierro del animal
La tercera proteina . no estudiada por los autores 
reseRados . presentaba un peso molecular de 10.000 daltons . muy 
comparable con la Métalotioneina . motivo de estudio en el 
présente trabajo y cuya identidad podria ser la misma .
Los métodos de estudio para la deter mi naci ôn de la 
Métalotioneina . en los distintos expérimentes llevados a cabo 
C 161 , 101 3 consistante en satur aciôn con cadmio y
deter mi naci ôn del mismo por Espectroscopia de Absorciôn Atômica 
la considérâmes mas aconsejable . por su exactitud .
Este elemento , se suele unir total mente y satur ar a la
Métalotioneina , representandola a su vez , por su elevada 
proporciôn de grupos - SH que captan el métal y f orman grupos 
mercApti dos astables .
A concentraciones bajas de esta proteina .se 
obtienen resultados concordantes , con los proporcionados
mediante la técnica de Zahler y Cleland .
Para la purificaciôn de la proteina , motivo de nuestro
trabajo , se somete a la acciôn del cal or durante 5 minutos a 
85 * C , dada la propi edad de la métal oti onei na , de per man ecer 
estable frente al calor .
Varios autores han basado el aisiamiento y puri f i caci ôn , de
la métalotioneina , apoyados en la termoestabi1idad de la
misma .
Î86
Asi observâmes que Shaikh , Smith C 126 . 128 3 descri ben ei 
procedi mi ento de homogeni zaci 6n del tejido , calentando a 85* C 
por espacio de 10 minutos . posterior mente su separ aciôn 
medi ante Sephadex G - 75 . Utilizan . estos autores , una
disoluciôn extractiva amortiguadora y centrifugan a velocidad 
superior C 128 3
Chang y cols. C 20 3 Someten a 80 *C durante 1 minute , 
centrifugan y proceden a la separaciôn por Sephadex G - 75 y E£AE 
- Celulosa , en gradi ente Tris - CIH . y asi mi smo Chéri an y cols.
C 21 3 proceden a homogenizar tejido hepAtico
con Tris - Cl H , 0.1 M pH 8.6 , cent r i f ugando a 10.000 r.p. m. por
espacio de 15 minutos , el sobrenadante obtenido lo someten a 80*C
2 minutos , acte seguido proceden a centrifugar de nuevo a 10.000 
r.p. m. durante 10 minutos .
Webb C 148 3 indica que la Cd-Metalotioneina . permanece 
astable frente al calor , considerando su purificaciôn mediante
un paso que incluya desnatur al i zaci ôn por cal or C 85 * C , 10
minutos 3 Por este procedi mi ento podrian eli mi nar un 90 
% de las proteinas totales y a continuaciôn eluir a traves de 
Sephadex . aisiando la Cd-Metalotioneina
En consonancia con estos datos acabados de mencionar los 
resultados obtenidos por nosotros muestran un rendimiento , 
unas 10 veces superior . en las pr oteinas con cadmio
procédantes de extractos de Mucosa Intestinal , de ratas
tratadas con este elemento . y utilizan el cal or como medi o 
de purificaciôn ante la termoestabi1i dad de nuestra proteina , 
f rente a los resultados de los extractos control
Se conoce C 10 3 que las concentraciones relativas de 
Cd / Zn son 1.4 veces superior , en extractos de higado 
sometidos a calentamiento , respecto a los obtenidos no
siguiendo este sistema .
Estos hechos sustentan , la existencia en la fracciôn 
citosolica de células hepAticas . de Zn - proteinas con resistenci^ 
termica . en determinadas condiciones operativas .
187
Segun Webb C 148 3 en volùmenes elevados de extractos
de higado , son separ adas por dial! sis . las pr oteinas de al ta
masa molecular relativa , sin pérdida de Cd ; el proceso
tiene lugar durante 18 horas a 4 *C . en volumen similar 
de disol uciôn satur ada de sulfato amônico a pH 7.2 ; se 
centrifuga y el sobrenadante . se somete a diallsis durante 
24 horas . y se efectuan 3 cambios de disol uciôn
amortiguadora 20 mM de fosfato a pH 7.4 .
Numerosos autores . utilizan la Cromatografia de exclusiôn 
molecular . mediante columna de Sephadex , con el fin de aislar y 
deter mi nar el peso molecular de la Metalotioneina .
Entre los mismos podemos citar los siguientes ;
Sephadex G - 50 C 153 , 115 , 64 3
Sephadex G - 75 C 97 , 147 , 25 . 74 . 19 , 83 .
133 . 108 .113 .119 .136 . 139 .
112 . 147 3
En el sistema utilizado en este trabajo . con Sephadex 
G - 50 . la eluciôn se verifica con el mismo tampôn utilizado 
en la homogeni zaci ôn . no pr esent andos e diferencias 
significativas . con los resultados obtenidos por los autores 
anteriormente reseRados .
Durante el transcurso del presente trabajo . la 
metalotioneina de " Cerebro . Mucosa Intestinal y Médula Osea 
de rata . con un peso molecular inferior a 10.000 daltons . 
présenta las caracteristicas propias de las Metalotioneinas 
purificadas y aisiadas en otros tejidos . dichas son : Absorciôn 
a 253 nra a pH 7. 4 C no absorbe a 280 nm . puesto que esta 
proteina no posee aminoAcidos aromAticos ; uniôn a metales 
propi os de las Metalotioneinas ; bajo peso molecular y elevado 
contenido de grupos tiôlicos C -SH 3 .
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Es este trabajo , se corrobora que los extractos de
metralotioneina tienen hierro , si endo su concentraciôn superior, 
en los animales anémicos tratados con hierro , que en los
contrôles y por «mde la métal oti onei na acopla hierro . como
elemento nativo propio de la misma
Estos resultados aseveran nuestra opi ni ôn . que la
métaloti onei na es una proteina que participa en el metaboli smo 
del hierro , podria partiel par en el transporte del hierro . como 
la transferrina . desde la célula de la Mucosa Intestinal
hasta la sangre . cerebelo y médula osea .
El nuevo concepto que introducimos en esta tesis . consiste 
en la consi der aci ôn de *la métalotioneina como proteina de
transporte de hierro , con funciôn équivalente a la transferrina
sin embargo , sus propiedades , parecen reunir mayores
caracteristicas especificas . para el transporte del hierro que
las inherentes a la transferrina . Estas son , menor masa molecular 
relativa , mayor facilidad para el transporte y dif usi ôn a 
través de los poros tisulares , mayor efectividad de carga 
férrica en el transporte .
La afinidad y lAbilidad para el hierro de la métalotioneina 
le confiera a esta proteina otra caracteristica primordial . como 
se observa exper i ment alimente . En efecto los extractos procédantes 
de ratas anémicas , sometidfas a tratamiento con cadmio , la 
métalotioneina alcanza su mAximo de acumulaciôn mucosal , al 
quedar esta bloqueada por el cadmio , sin embargo la 
admi nistracciôn de bierro exogéno induce a la pérdida del cadmio 
y el retorno a los niveles de métal oti onei na de los animales 
control , difundiendo asi , esta proteina desde el epitelio 
intestinal hacia sangre y tejidos Los exper i mentos de
métalotioneina Fe - 59 y les respectives radi onuclei dos y 
tejidos pr i nci palmente Médula Osea . Cerebro , Higado y Bazo 
C ôrganos hematopoyéticos 3 , serA el objeto de estudio posterior 
a esta tesis .
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En extractos procèdentes de ratas anémi cas . sometidos a 
tratamiento con Cd , la concentraciôn de Métalotioneina adquiere 
su cenit . retornando a los niveles obtenidos en ratas control . 
en el caso de administraciôn exôgena de Fe .
BasAndonos en la propiedad ti pi ca de la Métalotioneina , 
de su tendencia a la oxidaciôn . en condiciones aerôbicas C S4 3 
originando de este modo agregados e incluso desplazamientos de 
sus picos hacia fracciones correspondientes a moleculas de 
mayor peso molecular . se procedio a desgasi f i car
el tamp>ôn empleado en la homogeni zaci ôn y en la el uciôn de la 
columna de Sephadex 6 - 50 , manteniendolo a borboteo
con Nitrôgeno de forma continua . en cAmara fria a 4 *C .
Los experimentos realizados con ratas anémicas y control a 
las que se le administré el r adi onucl ei do Fe - 59 , por via
intracerebro ventricular , demuestran asimismo , la mayor
incorporaciôn del isôtopo en las régiones cerebrales . mucosa
intestinal y médula osea , de los animales anémicos respecto a
los contrôles
Estos datos corroboran los anteriores en otros tejidos y 
por sonda intragAstrica Estos resultados , afianzan y
aseveran . nuestra hipôtesis > sobre la participaciôn cerebral en 
el metabolismo y homeostasis del hierro .
La ubicaciôn del metal , en la columna de Sephadex G - 50 , 
se establ ece por Esp>ectroscopia de Absorciôn Atômica , 
pr oporci onandonos el pi co del metal Cd o Fe , que ha si do 
inyectado en la rata , control o anémica . Ademas se determinan 
cobre y Zinc . que a pesar de no ser inyectados , aparecen 
espxantAneamente uni dos en cierta proporciôn . en la molecula de 
métalotioneina .
Es inter esante los niveles de Cu , Zn y Fe en ratas 
anémicas administradas con cadmio . Asi en cerebro , se observa 
en orden decreciente Fe > Cu > Cd > Zn C este no significativo 3
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En médula ôsea Cd > Zn = Cu > Fe C este no significatlvo 3. 
en mucosa intestinal Zn > Cd > Cu > Fe C este elemento no 
significativo 3 En Cerebro , podemos aseverar que la
métal oti oneina tiene en mayor proporciôn Fe . Cu y Cd . segün 
queda seRalado . pero la concentraciôn relativa de Zinc es 
despr eci abl e En Médula Osea , el cadmio admi ni str ado ocupa 
mayor i tari amente los enlaces mer c Apt i dos en la métal oti oneina , 
mientras que el Zinc y Cobre por igual tiene una reducida
distribuciôn y el hierro es despreciable Mi entras que en
Mucosa Intestinal . la métalotioneina , despues de la
admi ni str aciôn de cadmio en la rata anémi ca . a par enta tener 
mayor concentraciôn relativa de Zinc . luego de Cadmio y
posteriormente de Cobre , y no es significative la concentraciôn 
de hierro Esto no contradice . los resultados anteriormente
expuestos . sobre el interés de la métalotioneina en la anemia , 
si no que lo justif ica , por que en la rata anémi ca . la
métalotioneina con hierro emigrara de inmediato desde la Mucosa 
Intestinal , hacia la sangre y organos sistémicos , inducido 
preci samente por la homeostAsi s del ststus del animal anémico 
Sin embargo . en Cerebro protegido por la barrera
hematoencefAlica , del acceso de cadmio , tendrA mayor
concentraciôn de métalotioneina con hierro .
La Médula Osea , sin embargo explica asi mi smo . por su
acusada acumul aciôn de cadmio . no solo el agr avami ento de la
anemia por el citado elemento > sino la inducciôn de la anemia por 
este métal , puesto que tiene selectividad de acumulaciôn en este 
tejido y afinidad de acumulaciôn en la métalotioneina , pues 
como se sabe . sus uni ones con esta proteina son mas fuertes y 
astables Por consiguiente las concentraciones relativas , de 
zinc y cobre en la Mt , son muy bajas y las de hierro no
significativas .
Para afianzar los resultados obteni dos en esta tesis y 
consi der ar la cal idad de los mismos , hemos utilizado la 
Cromatogr Af ia Liquida de al ta resol uciôn C HPLC 3 , que per mi te 
cuantificar y separar las multiples formas de la métalotioneina .
Se ha aplicado la técnica seguida por Hunziker y KAgi C 64 3 ,
que utilizan para higado humano . y separan 6 i sometaloti onei nas . 
Estos autores. seMal an que la rata solo tiene dos
i sometaloti onei nas , el cerdo siete y el conejo seis isoformas .
En las ratas anémicas , se encuentra por consiguiente . una 
superior acumulaciôn de los métales estudiados . mientras que en 
los control . las concentr aci ones son acusadamente mas bajas 
Estos métal es consti tuyen . en este trabajo , el indice de
métal oti onei na . tratandose del pico en Sephadex S - 50 .
correspondiente a pesos molecular es . pr opi os de la
métalotioneina , cuya altura se eleva acusadamente . cuando se 
induce esta proteina
Estos datos son corroborados . mediante la aplicaciôn del sistema 
HPLC . para el estudio de las isoformas de la métalotioneina.
En las ratas tratadas con cadmio . el pico en el que se 
ubica este elemento , se inyecta en el sistema HPLC , su 
eluciôn régistra unos pi cos que caracterizamos y cuanti f i camos , 
por su tiempos de retend ôn . altura y registre cuanti tativo 
con sus porcentajes relatives .
La aplicaciôn de HPLC a los extractos semi pur i f i cados
donde se ubica el cadmio , de les expérimentes en ratas contrel
y anémicas , observâmes que en las condiciones de trabajo , no se
detectan picos de métalotioneina en los animales control Si n 
embargo . los extractos procedentes de animales anémicos denotan 
la existencia de 5 isometalotioneinas . respecto al per fil de 
animales control Estos picos cor r eponden , a la r egi ôn de los 
obtenidos con el extracto control de la métalotioneina de higado 
de conejo . inducida con cadmio de sigma .
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s* obsw*va , que a cuatro dosis d# cadmio aparecen 5 pi cos de
met ai oti onei na . en Médul a Osea . y 1 os pi cos 1. 2 y 3 son 1 os
que se increment an en los animales . al pasar de cuatro dosis a 
seis dosis de cadmio .
En Cerebro . en las mismas condici ones y dil uciôn que en la 
médula ôsea , aparecen 6 pi cos de métal oti onei nas , en el control 
aparecen las isoformas 4 y 5 ; mi entras que , en los extractos de 
Cerebro tratados con 6 dosis de cadmio . se manifiestan 6
isoformas , siendo mas acusados las formas 1. 4 , 5 y 6 Con
cuatro dosis de cadmio , por via intragAstrica , se hace patente 
un perfil similar al control , lo que indica que el paso de cadmio 
al cerebro es demorado por la barrera hematoencef al i ca . . y no 
ha al canzado la inducciôn de las isoformas de la métal oti oneina 
Se demuestr a . por este exper i men to .la existencia cl ara y 
rotunda de las isoformas de métal oti oneina en Cerebro y el 
cadmio alcanza a partir del cuarto dia el cerebro , con la 
consiguiente inducciôn de todas las isoformas de métalotioneina
En Mucosa Intestinal control . se manifiesta debilreente las 
isometiotioneinas 2 . 4 y 5 ; mientras que al apii car cadmio , a 
los animales anémicos . hay una marcada inducciôn de 
biosintesis de i sometaloti onei nas . muy acusada probablmente por 
la condiciôn anémica del animal
Al apiicar 4 dosis de cadmio . el perfil de isometalotioneinas . 
pasa de très pi cos . en el control . a 7 pi cos Las
i sometaloti onei nas identificadas con claridad . respecto al 
patrôn propuesto en nuestro estudio . son 1 . 2 . 3 . 4 . 5 . 6 .
y  7  .
Con Seis dosis de cadmio por via intragAstrica , a ratas 
anémicas . se manifiestan también 7 picos de i sometaloti onei nas . 
De ellas . aumentan con respecto al incremento de la dosis de 
cadmio , la nûmero 1 destaca de la 2 . la 3 destaca de la 4
ambas 1 y 3 destacan asimismo de la 5 .
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Despues de estos datos . podriamos sugerir , que las 
i sometal oti onei nas 1 / 3  . podrian ser consi der adas en la rata .
como posibles marcador es de la intoxicaciôn con cadmio . por via 
oral Pero desconocemos si estas moleculas que se encuentran en 
sangre , a una baja concentraciôn . podrian ser uti 1 izadas como 
di agnosti co de intoxicaciôn o exposi ci ôn a métales .
Estos resultados demuestran , que en la anemia ferropénica 
de la rata > hay un incremento de isometalotioneinas . en Mucosa 
Intestinal . Médula Osea y Cerebro . En todos los casos existe la 
presencia de hierro . zinc y cobre en la métal oti oneina > de los 
animales anémicos .
La métal oti oneina , par ece parti ci par . en el mecani smo de 
absorciôn , transporte e incorporaciôn del hierro y creemos 
también . del zinc y del cobre , en los mamiferos .
las diferencias de concentraciôn de zinc , cobre y hierro , en 
Médula Osea . Cerebro y Mucosa Intestinal . creemos viene dada 
por la presencia del cadmio y por la f i si opatol ogi a del status 
anémico En el Cerebro . la presencia de la barrera
hematoencefalica impedira o retrasara , por una parte la 
presencia del cadmio en la molecula de métal oti oneina . y por 
otra la afinidad y selectividad del hierro por la métalotioneina 
y el cerebro .
En Mucosa Intestinal . la presencia directa del cadmio por 
su ingestiôn oral decidiria su acumulo a asociaciôn a la 
métal oti oneina . Por otra parte . el cadmio , como es conocido . 
impedira por competitividad con el hierro , su presencia en este 
tejido . AdemAs la presencia exôgena del hierro . por ingestiôn 
vuelve a la normalidad los niveles de Mt . en Mucosa Intestinal , 
la rApida difusiôn y transporte de la métalotioneina con hierro 
elemento plAstico y necesaria su presencia , en los organos 
sistémicos del animal anémico , serian causa de los bajos niveles 
de hierro y de métal oti oneina en mucosa intestinal . de la rata 
anémica . recien administrada de dosis exôgenas de hierro .
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Fimalment* . en las ratas anémi cas con 4 y O dosis dé cadmio 
s# hall a en médula . un nivel mayoritario de cadmio . Trente a 
zinc y cobre . unidos todos a métalotioneina .
El nûmero de isoformas de matalotioneina se sin^lifica . al. 3 ,5 
con la O y 7 en pequeRa proporciôn . Esto podria representar que 
el cadmio tiene mayor especif ici dad . por las isoformas 1 . 3. y
S. por otra parte . al no ser si gni fi cati vos los porcentajes 
relativos de zinc y cobre . hay menos heterogenei dad de 
métalotioneinas o uniformidad . en las especies moleculares . 
ocupados sus grupos ti oli cos en mayor proporciôn . por cadmio . 
Este hecho explicaria . el acusado efecto del cadmio en agravar la 
anemia y el inducir este elemento el status de anemia ferropénica 
no sol amente por conqpetiti vidad . con el hierro a nivel de la 
mucosa intestinal.
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VI - RESUMEN Y CONCLUS!ONES
i9«
VI.- RESUMEN I
El present* trabajo , muestra la purificaciôn y detecta la 
Metal oti oneina . en Cerebro . Mucosa Intestinal y Médula Osea de 
Âtlismlaa , . raiAS en estado anéaâco y control i
estableci endo las analogies y diferencias présentes en los 
tejidos resefSados .
La Metal oti oneina es una proteina de bajo peso molecular . no 
dispone de ami noAci dos aromAticos . contiene en su molecula . 
un porcentaje considerable de residuos de Cisteina , es factible 
su inducciôn por admi ni str acciôn de Cd , asi como otros element os
Se desconoce actualmente su funciôn biolôgica . aunque es 
probable su parti ci paci ôn . en la homeostasis y r egul aciôn del 
métabolisme de métales esenciales como Cu y 2k .
Estos hechos . junto con la absorciôn i ncrementada de Cd en 
animales déficientes de Fe . asi como la inducciôn en animales de 
experimentaciôn de anemia hipocrômica , por establecerse una 
competitividad entre aquel elemento y el Fe
Nos condujerôn al estudio de la Métalotioneina en Cerebro . 
Mucosa Intestinal y Médula Osea , relacionado con los estados de 
anemia ferropénica en rata .
El proceso de purificaciôn de la citada proteina . en los 
tejidos indicados . de ratas control y anémicas medi ante 
admi ni str aciôn de Fe y Cd por sonda intragAstrica . con el 
si guiente protocolo Homogenizaciôn . soni caci ôn ,
ultracentrifugaciôn . precipitaciôn de proteinas por acciôn del 
cal or , cromatografia de Sephadex G - 50 , y cromatograf i a liquida 
de al ta presiôn .
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Los resultados obtenidos nos conducen a obtener las
siguientes conclusiones :
1 - Incremento de métalotioneina . en ratas anémicas .
2 - El estado anémico eleva la concentraciôn de
Métaloti onei na en Cerebro . Mucosa Intestinal y Médula 
Osea de ratas tratadas con cadmio
3 - La Métalotioneina . sigue un comportamiento muy similar
a la Transferrina en estados de anemia ferropénica .
4 - La Métalotioneina asocia en su estructura molecular Fe ,
asi como otros elementos taies como : Cu , Cd y Zn .
5 - La administracciôn de Cd eleva la concentraciôn de
Métalotioneina en Cerebro , Mucosa Intestinal y Médula 
Osea de rata . por la capacidad de aquel para inducir 
anemia y establecer una competitividad con el Fe
6 - La Métalotioneina de Cerebro . Mucosa Intestinal y
Medula Osea de rata . esta intimamente relacionada con 
los estados de anemia ferropénica , pr oponi endo la 
participaciôn de dicha proteina en el metaboli smo del 
hierro . en los niveles enumerados > asi como en la 
homeostasis férrica .
7 - En HPLC . se corrobora el aumento de métalotioneina en
Cerebro . Mucosa Intestinal y Médula Osea . de ratas 
anémi cas .
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